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Zur Frage 


iiber den osmotischen Druck der hochmolaren Elektrolyte. 
Von 
Einar Hammarsten. 


(Aus der physiologisch-chemischen Abteilung des Karolinischen Instituts 
zu Stockholm.) 


(Eingegangen am 11. Juli 1924.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In einer fritheren Mitteilung') habe ich zusammen mit H. Ham- 
marsten die Aufmerksamkeit darauf gelenkt, daB mehrere hochmolare 
Elektrolyte einen osmotischen Druck haben, der kleiner ist als der, 
welcher der Ionisation entsprechen sollte. Die Frage wurde in zwei 
spiteren Mitteilungen*) weiter verfolgt und eine Arbeitshypothese zur 
Erklarung des Phainomens von mir aufgestellt. 

Die Absicht der vorliegenden Publikation ist nur, noch eine Gruppe, 
die Hydrochloride der genuinen EiweiBkérper, wo das eine Ion ein 
groBes, das andere ein im Verhaltnis dazu kleines Volumen hat, zu 
den vorher untersuchten hinzuzufiigen. 

Da es sich gezeigt hatte, daB die Lésungen der Chloride der basischen 
EiweiBkernstoffe Histon und Protamin einen osmotischen Druck 
zeigen, der kleiner ist als der allein fiir die potentiometrisch gemessene 
Cl-Ionenkonzentration berechnete, konnte man erwarten, daB die 
genuinen EiweiBstoffe sich ebenso verhalten wiirden. In der Tat sprechen 
auch einige Resultate von J. Loeb*) in dieser Richtung, wie ich schon 
in einer friiheren Mitteilung hervorgehoben habe*). Bei der Berechnung 
seiner Resultate aus Messungen des osmotischen Druckes von Gelatine- 
hydrochlorid in Salzsiure konnte nimlich Loeb zeigen, daB der allein 
fir die Donnanverteilung der H- und Cl-Ionen berechnete Druck in 
Lésungen mit py < 3 gréBer war als der direkt gemessene, wihrend in 
1) E. und H. Hammarsten, Arkiv fér Kemi, Mineralogi u. Geologi. 
Kungl. Svenska Vetenskapsakadem. 8, 27, 1923. 

2) E. Hammarsten, diese Zeitschr. 144, 1924; H. Hammarsten, ebenda- 
selbst 145, 1924. 

3) J. Loeb, Proteins and the Theory of Colloidal Behavior 1922. 

*) l. c. 2. 

Biochemische Zeitschrift Band 151. 12 








178 E. Hammarsten: 


Lésungen, die weniger sauer waren, der in der erwaihnten Weise be- 
rechnete Druck kleiner als der gefundene war (Abb. 1). 

Loeb fihrt die hohe Lage der berechneten Kurve bis py = etwa 3 
auf methodische Fehler oder zu groBe Approximation in seinen Be- 
rechnungen zuriick. Nach meiner Ansicht kann diese Erklirung nur 
teilweise richtig sein. Wenn die relativ kleinen Cl-Ionen in Salzbindung 
mit den groBen EiweiBkationen z. B. 
osmotisch vollstiindig unwirksam 
waren, dann wiirde man némlich 
eben den allgemeinen Verlauf der 
beiden Kurven erwarten, wie ihn 
Loeb gefunden hat. Bei schwach 
saurer Reaktion und besonders in der 
Nahe des ,,isoelektrischen Punktes* 
kénnen die EiweiBionen wohl ein- 
wertig und auch EiweiBmolekiile im 
Uberschu8 vorhanden sein. Auch 
wenn die Chlorionen in Eiweif- 
bindung osmotisch unwirksam 
wiren, miiBte dann der gefundene 
Druck héher werden als der nur 
fiir die Chlorionen berechnete. Eine 
Umkehr miiBte aber dann bei 
héherer Cy eintreten, wo hinreichend viele EiweiBmolekiile ionisierten 
und die Proteinionen vielwertig wiirden, denn nunmehr miBten auf 
mehrere osmotisch unwirksame Chlorionen nur ein osmotisch wirk- 
sames Proteinion kommen. 

Um die Frage sicher zu entscheiden, habe ich genaue Gefrierpunkts- 
messungen an Lésungen von EiweiBchloriden gemacht. 

.Dreimal nach Sérensen umkristallisiertes Eieralbumin wurde unter 
2m Wasserdruck in groBen Kollodiumhiilsen gegen destilliertes Wasser 
zuerst bei isoelektrischer Reaktion einige Tage und dann nach Zusatz 
von Salzsiure zur EiweiSlésung 6 Wochen dialysiert (Zimmertemperatur, 
Toluol). Die AuBenflissigkeiten wurden jeden Tag durch destilliertes 
Wasser ersetzt. Nach den 6 Wochen gab 1 Liter der AuBenfliissigkeiten 
nach Eindampfen zu etwa 20 ccm keine Reaktion auf Ammoniak mit 
Nesslers Reagens. Nach Zusatz von Natronlauge zu deutlich alkalischer 
Reaktion gegen Lackmus wurde in derselben Weise weiter dialysiert. 
bis 1 Liter der AuBenfliissigkeiten nach Eindampfen zu 20 ccm keine 
Reaktion auf SO, gab. Die Innenfliissigkeiten wurden dann mit Salz- 
siure versetzt, bis sie ein py, von ungefahr 3 zeigten, und wie oben 
beschrieben noch 4 Wochen dialysiert. Nach dieser Zeit war das 
Volumen der EiweiBlésung etwa ein Zehntel vom Anfangsvolumen und 


py 32 40 44 
Abb. 1. 
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die Reaktion isoelektrisch geworden. Diese Lésung, die wohl wahr- 
scheinlich noch Spuren von Kochsalz enthielt, wurde nach Beseitigung 
des Toluols durch Filtrieren und Durchleiten von Luft zu Messungen 
der Gefrierspunktsdepression nach Walker und Robertson') benutzt. 
Die Gefrierpunktsdepression wurde also in einer Flissigkeit mit etwa 
50 Proz. Eis im Gleichgewicht ohne jede Unterkiihlung bestimmt. 
Zur Ablesung des Thermometers diente ein Kathetometermikroskop, 
in welchem ein Teilstrich der Skala 0,00012° am Thermometer ent- 
sprach. Der Nullpunkt wurde vor und nach jeder Bestimmung mit 
Wasser und Eis eingestellt. Bei der vorsichtigen Behandlung des Thermo- 
meters, das wihrend der notwendigen Ausspiilungen und Fillungen 
des AnalysengefaBes immer in einem DewargefaiB mit Eis + destilliertem 
Wasser stand, anderte sich der Nullpunkt nicht auBerhalb des Ab- 
lesungsfehlers (+0,0001 bis 0,0002®). Von den Lésungen der EiweiB- 
hydrochloride wurden nach erreichter Temperaturkonstanz Proben 
mittels Ansaugung durch das Mikrofiltrum von der niichsten Umgebung 
der Thermometerkugel genommen und auf Stickstoff und (potentio- 
metrisch) auf Cy und Cc, analysiert. Ein Nachteil der Methode ®) ist es, 
daB die Konzentrationen der Lésungen an Stickstoff nicht konstant 
gehalten werden konnten. Die Resultate sind in der folgenden Tabelle 
zusammengestellt. 

Diese fiinf Versuche wurden mit zwei EiweiBlésungen ausgefihrt, 
welche beide in der oben beschriebenen Weise, aber zu verschiedenen 
Zeiten bereitet worden waren. Die zwei EiweiBlésungen wurden mit A 
und B bezeichnet. Die Werte in den Kolonnen 5 und 6 bedeuten die 
berechnete Depression fiir Cl-Ionen in Eiwei8bindung (Kolonne 5), 
und die gefundene fiir EiweiB + Cl-Ionen in EiweiBbindung (Kolonne 6). 
Bei einer Reaktion, die saurer war als die isoelektrische, waren die 
nur fiir Cl-Ionen in Eiwei8bindung berechneten Werte sehr weit auBer- 
halb der Summe aller denkbarer Fehlerquellen héher als die fir Eiwei8 
+ Cl-Ionen in EiweiSbindung gefundenen, was in keiner anderen 
Weise gedeutet werden kann, als daB jedenfalls einige Cl-Ionen in 
EiweiBbindung osmotisch unwirksam waren. Die zwei ersten Werte 
in Kolonnen 5 und 6 zeigen ziemlich gute Ubereinstimmung unter- 
einander. Die berechneten Werte waren jedoch auch hier héher als 
die gefundenen. Wahrscheinlich beruht diese allerdings sehr kleine 
Abweichung auf der Temperaturdifferenz bei den Bestimmungen von 
Cy und Cc auf der einen Seite und von der Gefrierpunktsdepression 
auf der anderen. Auch kénnte die Unsicherheit in den Messungen 
der Cl-Ionen (+5 Proz.), wenn sie zu hoch ausgefallen sind, fiir einen 


1) Walker und Robertson, Zeitschr. f. physik. Chem. 47, 373, 1904. 
*%) Le. 
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180 E. Hammarsten: Osmotischer Druck der hochmolaren Elektrolyte. 
. a groBen Teil der Differenzen verantwortlich 
. —m sein. Diese beiden Fehlerquellen kénnen 
“ =35 2S aber selbstverstindlich nicht die groBen 
Y osocaxs Differenzen bei den drei letzten Werten 
—— erklaren. Die Kolonnen 9 und 10 zeigen, 
z = daB die gefundene Depression fir Eiwei8 
z — + Cl-Ionen in EiweiSbindung (4 zg) und 
= +=5E38 die berechnete fir Cl-Ionen in Eiwei8bindung 
el | Sees  allein (Fppe,,) pro Gramm Eiweifstickstoff 
i in 1000 cem mit der Wasserstoffionen- 
F i. Sseens konzentration (Kolonne 3) stiegen, wobei das 
233 Ssose Verhiltnis 4p .,/N bei den drei letzten 
, 5 = Werten etwa halb so hoch war wie 4,,,/N. 
1 SSS = Zur Vergleichung mit den Kurven in Abb. | 
ae Litas nach J. Loeb sind die Kurven in Abb. 2 
3 | #3] sesss ich 
j 8 ow Bex wtre gezeichnet. 
zy S82 OD 
; 0 i aonan~+ 
at 
bi x -— — 
i = = 
A 2 | ~ _ | 
| fet) 22222 
‘ : 2 | i” oe te ae ee 
i” #17 gaags 
s ae ocr a 
of 5 | & re 
; t } 3 |X Scone 
4 t ; Sy . AAA AM 
I java) 22222 
ne 3 vi] seas Abb. 2. 
i oS! | **sF¢ Ich will auch hervorheben, daB bei dem 
it i - w= meame groBen Volumen der EiweiBionen die An- 
ii | = $4444 néherung der positiven und negativen Ionen 
- = YR durch den Potentialsprung keine gréBere 
a S Sat Bedeutung fir die Erniedrigung des os- 
re i _® omotischen Druckes haben kann; auch dann 
K S ray & an nicht, wenn die LEiweiBionen polyvalent 
i 3 otods sind. In bezug auf diese Frage weise ich 
a i = weacr auf die Berechnungen von H. Hammarsten') 
} 3 ~ —teo¢e nachden Formeln von Debye und Bjerrumhin. 
i} aca os rer ar Die Analysen auf C,, Cc und Stickstoff 
if $7 i cccee (nach Kjeldahl) sind von meiner Assistentin, 
Hi }) =3 ane = < Frau @. Hammarsten, ausgefiihrt worden. 
4 3 a Ce koe) 1) Le. 
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Besitzen e6bare Pilze antiskorbutische Wirkung? 
Von 
Hans Steidle. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Wiirzburg.) 
(Eingegangen am 7. Juli 1924.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Uber den Gehalt eBbarer Pilze an Vitaminen liegen nur wenige 
Mitteilungen vor [Coward und Drummond"); Orton, McCollum und 
Simmonds*); di Mattei*); S. Hara‘)}. Praktisches Interesse besitzt 
vor allem die Entscheidung der Fragen, ob in den Speisepilzen C-Vitamin 
in gréBeren Mengen vorhanden ist und ob sie bei der auch in der Nach- 
kriegszeit, besonders in gréBeren Stadten, immer noch drohenden Gefahr 
des Skorbuts zu dessen Verhiitung bzw. nach Ausbruch der Krankheit 
zu ihrer Heilung herangezogen werden kénnen. Di Mattei und Hara 
konnten allerdings bei eBbaren Pilzen eine antiskorbutische Wirkung 
nicht finden; ersterer verwendete einen Fluidextrakt aus getrockneten 
Pilzen, letzterer arbeitete aus aiuBeren Griinden mit getrockneten oder 
konservierten Pilzen. Aber sowohl das Trocknen und Aufbewahren 
eines Nahrungsmittels wie die Vorgiinge beim Konservieren kénnen 
unter Umstinden den vollstandigen Verlust an C-Vitamin herbei- 
fiihren ; ferner sind dessen Léslichkeitsverhaltnisse noch nicht geniigend 
sicher ermittelt; schlieBlich darf man, da das je nach dem Ausgangs- 
material wechselnde Verhalten des C-Vitamins daran denken laBt, 
daB es sich dabei méglicherweise gar nicht um eine einzige, bestimmte 
antiskorbutisch wirkende Substanz handelt, die in einem Falle er- 
hobenen Befunde nicht ohne weiteres verallgemeinern: infolgedessen 
ist es bei Priifung eines hinsichtlich seines Gehaltes an C-Vitamin noch 
nicht untersuchten Materials notwendig, dieses in frischem und nach 
Méglichkeit rohem, unveriindertem Zustand zu verwenden. 


388, 1922. 
2) Journ. of biol. chem. 58, 1, 1922. 
3) Il policlinico (sez. med.) 30, 221, 1923. 
*) Diese Zeitschr. 142, 79, 1923. 
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Ich prifte daher in Zusammenhang mit einer gréBeren Reihe von 
Versuchen tiber pharmakologische Wirkungen und erndhrungsphysio- 
logische Bedeutung von héheren Pilzen frische Speisepilze auf anti- 
skorbutische Wirkung. Sie wurden an wachsende Meerschweinchen, 
die eine C-Vitamin-freie oder daran wenigstens sehr arme Nahrung 
erhielten, verfiittert. Als Skorbut herbeifiihrende Kost wurden nicht 
enthiilste Haferkérner und Leitungswasser in beliebiger Menge gewahlt. 
Die bei Meerschweinchen infolge Mangels an C-Vitamin auftretenden 
pathologisch-anatomischen Verinderungen sind so charakteristisch, daf 
man diese einfache und in kurzer Zeit Skorbut hervorrufende Nahrung 
gebrauchen kann, obwohl sie fiir diese Tiere in mehr als dieser einen 
Hinsicht insuffizient ist. 


I. Prifung von Cantharellus cibarius Fries (Eierschwamm) 
auf antiskorbutische Wirkung. 


Juni/August 1923. Zwélf im Wachstum befindliche Meerschweinchen 
von 170 bis 300g Kérpergewicht bei Versuchsbeginn. Die Tiere wurden 
einzeln gehalten ; hochgehangter, fiir Hafer und Wasser geteilter Futtertrog; 
weitmaschiger Drahtboden zum Durchfallen der Fazes; in einer Ecke eines 
jeden Kafigs befand sich ein stets sauber gehaltenes Holzbrett, auf dem die 
Tiere in der Regel saBen. Die Kiafige standen wegen der Schreckhaftigkeit 
der Meerschweinchen in einem ruhigen und, wie es diese Tiere lieben, halb 
abgedunkelten Stall, in dem stiéndig eine Temperatur von ungefahr 17 bis 
18°C herrschte. Taglich wurden die Meerschweinchen zur gleichen Zeit 
gewogen und dann gefiittert. 

Frische Pilze wurden, wenn solche zu erhalten waren, taglich, mindestens 
aber jeden zweiten oder dritten Tag auf dem Wiirzburger Markt gekauft. 
Abwechselnd kamen kleine (1% bis 3 g) und mittelgroBe Formen zur Ver- 
wendung. Pilze, die von Maden bewohnt oder von Schnecken angefressen 
waren (usw.), wurden verworfen. Nach sorgfaltiger Entfernung von an- 
haftenden Blattern, Nadeln, Erdteilen usw. wurden Portionen von je 2g 
Gewicht mit ungefaihr gleicher Beteiligung von Hut, Blattern und Stie! 
abgetrennt und diese in kleine Stiickchen zerlegt, die dann mit einer feinen 
Pinzette an Meerschweinchen verabreicht wurden. Die Mehrzahl nahm 
nach anfiainglichem Strauben bald die Pilze gern an, so daB sie auf diese 
zwar einige Geduld erfordernde Art quantitativ verabfolgt werden konnten. 

Erhalten wachsende Meerschweinchen von einem bestimmten Tag an 
ausschlieBlich Hafer und Wasser, so zeigt ihr Kérpergewicht je nach dem 
Alter, der bisherigen Ernéhrung und der individuellen Konstitution') ein 


1) Ein gewisses Urteil iiber die Konstitution eines Meerschweinchens 
kann man aus seiner in langerer Beobachtungszeit und unter wechselnden 
Verhiltnissen aufgenommenen Gewichtskurve gewinnen. Zuniichst ist die 
Gewichtszunahme wachsender Meerschweinchen bei gleicher Lebenshaltung 
je nach deren Konstitution verschieden. Dann beeinflussen Anderungen 
in der Kost (Ubergang zu Fiitterung mit frischem Gras; Ersatz einer Gras- 
zulage durch Heu; Haferdiat), ferner leichtere Erkrankungen, wie ein 
Katarrh der oberen Luftwege, usw., in der Regel den Gewichtsverlauf. 
Unter Beriicksichtigung der vorangegangenen Ernaéhrung, von Alter und 
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verschiedenes Verhalten: wihrend bei einem Teil der Versuchstiere das 
Gewicht noch eine Zeitlang (bis zu 12 Tagen) leicht ansteigt (Abb. 1, Kurve 2) 
oder wenigstens ungefaihr konstant bleibt, setzt bei anderen sofort eine 
Abnahme desselben ein (Abb. 1, Kurve 4 und Abb. 2, bei a). SchlieBlich 
magern aber alle Tiere zusehends ab. Gegen das Ende tritt, meist verbunden 
mit starker Herabsetzung der bis dahin guten FreBlust, ein rapider, Gewichts- 










Abb. 1. 
Ausschnitte aus Gewichtskurven von Meerschweinchen. FA 
Kurve 1. Meerschw. Nr. 25; junges, wachsendes Tier. 
Futterung mit frischem Gras und Heu. Die fo en as Se Sa ee Oe | a ; 
Kurven innen mit dem Finsetzen einer Hafer-Wasser- >” 
diat; bis dahin hatten die betreffenden Tiere ahnlich \é | 
wie das der Kurve 1 stindig an Gewicht zugenommen. “2}-—— 1 


Kurve 2. Meerschw. Nr. 14. Tod am 23. Tag. Skorbut. 
Kurve 3. Meerschw. Nr. 15; aus demselben Wurf wie 20}—— 
Tier Nr. 14 (Kurve 2); beide Mannchen; beide gleich grof 

und schwer, stets unter den namlichen aufse ren Bedingungen 75, 
und bei gleicher Kost gehalten gewesen. Zulage von 

Cantharellus cibarius. Tod am 26. Tag. Skorbut. Kurve 4. | __ 
Meerschw. Nr. 4. Ab x Zulage von Beta vulgaris var. 
rapacea. Ohne diese wire nach Verlauf von Veryleichs- 
versuchen am 10, bis 11. Tag der Tod zu erwarten gewesen. 








sturz auf; die Meerschweinchen gehen, nachdem sie oft nur 1 oder 
2 Tage deutlich erkrankt waren (Nahrungsverweigerung; struppiges Fell; 
allgemeine Schwiche; erschwerte Atmung; Seitenlage mit Schwimm- 
bewegungen usw.), an Skorbut zugrunde. Unter Umstanden tritt der Tod 
noch rascher ein: Tiere, die morgens scheinbar nur etwas schwiichlich 
sind, aber noch Futter zu sich nehmen, liegen manchmal schon 2 bis 3 Stunden 
spater, miihsam nach Luft ringend, auf der Seite und verenden bald darauf. 


An die zur Priifung von Cantharellus cibarius ausgewahlten Meer- 
schweinchen war in den der Versuchsperiode vorausgegangenen Wochen 
frisches Gras (Wiesengriiser) und iber Winter gelagertes Heu verfiittert 
worden. Bei den Tieren nun, die zum Vergleich nur Hafer bekamen, 
war vor dem Abfallen ihres Gewichtes fiir einige Zeit ein leichtes An- 
steigen desselben festzustellen (Abb. 1, Kurve 2). Das Kérpergewicht 
der Tiere, denen gleichzeitig mit Einsetzen der Haferdiait Eierschwamm 
gegeben wurde (Abb. 1, Kurve 3), nahm zunichst ebenfalls zu und 
zwar schneller und 5 bis 7 Tage linger als das jeweils gleichaltriger 
Kontrolltiere. Dann allerdings verloren auch diese Meerschweinchen 
rasch an Gewicht und gingen | bis 3 Tage spiter als die betreffenden 


bisheriger Entwicklung der Tiere kann man fiir jeden solcher Einfliisse 
durch Vergleiche ein MaB erhalten fiir seine gewéhnliche Einwirkung auf 
das Gewicht. Von diesen so ermittelten Durchschnittsergebnissen, die auf 
eine normale, gesunde Konstitution hinweisen, weichen nach Art und GréBe 
deutlich die Stérungen im Gewichtsverlauf bei schwachlichen und bei be- 
sonders kraftig veranlagten Tieren ab. Wird nun bei einem Meerschweinchen 
durch einen der erwaihnten Umstinde der Verlauf seiner Gewichtskurve 
beeinfluBt, so kann man auch daraus einen Einblick in die Konstitution, 
Widerstandskraft und Reaktionsfahigkeit seines Organismus erhalten. Einen 
solehen zu besitzen bei Tieren, die zu Ernahrungsversuchen verwendet 
werden sollen, ist bei der Auswahl und Zusammenstellung von Versuchs- 
und Kontrolltieren sowie fiir die Beurteilung der Versuchsresultate von 
Wichtigkeit. 
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Vergleichstiere an Skorbut zugrunde (Blutungen in der Umgebung 
der groBen Gelenke, in Skelettmuskeln, besonders in der Streck- 
muskulatur der Unterschenkel, in der Darmwand; Briichigkeit der 
Knochen; Lockerung der Backzihne usw.). 

Wenn mit der taglichen Verabreichung von Eierschwamm an 
Meerschweinchen erst etwa 10 Tage vor dem zu erwartenden Ende 
begonnen wurde, zu einer Zeit, in der bei Vergleichstieren tagliche 
Zulage von einigen Gramm Runkelriibe (Beta vulgaris L. var. 
rapacea Koch; B. zonata)'), frischem Gras usw. noch Heilung oder 
wenigstens weitgehende Besserung herbeifiihrte, so war kein EinfluB 
auf die Gewichtskurve und den Verlauf des sich entwickelnden Skorbuts 
zu erkennen. 

Die tagliche Verfiitterung von 2g frischem Cantharellus cibarius 
an wachsende, bei Haferkost gehaltene Meerschweinchen hatte also 
voriibergehend einen giinstigen EinfluB auf ihren Stoffansatz und 
verlingerte deren Leben um kurze Zeit, vermochte aber weder Skorbut 
zu verhiiten noch die ausgebrochene Krankheit zu bessern oder zu heilen. 


Eine weitere Gruppe von Meerschweinchen sollte zur Priifung von 
Boletus edulis Bulliard (Steinpilz) dienen. Juli 1923. — Bei einem Tier, an 
das vom Einsetzen der Haferernihrung an taglich 2g frischer Steinpilz 
verfiittert wurden, nahm das Gewicht in den ersten 5 Tagen 10,6 Proz. zu, 
wihrend dieses bei einem gleichaltrigen und gleichschweren Kontrolltier, 
das Hafer und Wasser allein erhielt, in derselben Zeit nur um 4,1 Proz. 
anstieg. — Eine Durchfiihrung der geplanten Versuche, die eine eventuell 
vorhandene antiskorbutische Wirkung des Boletus edulis erkennen lassen 
sollten, war nicht méglich, da frische Steinpiize in jener Zeit infolge un- 
giinstiger Witterung auf einmal nicht mehr zu bekommen waren. 

Um derartige Stérungen zu vermeiden, wurden Versuche mit Zucht- 
champignons, die regelma&Big zu erhalten waren, angestellt. 


II. Priifung von Psalliota campestris Linné (Wiesenchampignon) 
auf antiskorbutische Wirkung. 


Februar /Marz 1924. Sieben wachsende Meerschweinchen von 200 bis 
450 g Gewicht. Die Kiafige, die in einem bei Tag und Nacht gleichmaBig 
erwairmten Zimmer (15 bis 16°C) standen, wurden mit einem geniigend 
Licht und Luft durchlassenden Vorhang teilweise zugedeckt. 

Die von Erich Hullen A.-G., Erlangen, bezogenen Pilze — es handelte 
sich um eine blonde Abart des wei8képfigen Zuchtchampignons — wurden 
von dort zweimal in der Woche abgeschickt und kamen hier stets am 
anderen Tag in frischem Zustand an. Sie wurden in einem maBSig erwairmten 
Raum (12 bis 14°C) aufbewahrt; da die Wirkung niederer Temperaturen 
auf C-Vitamin noch nicht genau bekannt ist, unterblieb ein Aufheben der 

1) Die verwendeten Runkelriiben stammten aus der Umgebung von 
Wiirzburg und waren nahezu kugelférmig; sie wirkten sogar dann, wenn 
mit ihrer Verabreichung erst 2 bis 3 Tage vor dem drohenden Tode begonnen 
wurde, lebensrettend (Abb. 1, Kurve 4). 
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Pilze im Eisschrank, um einen méglicherweise ungiinstigen Einflu8 der Kalte 
zu vermeiden. Zur Priifung wurden Pilze mit einem Gewicht von 5 bis 12 g 
ausgesucht. Die Meerschweinchen, die zu Hafer und Wasser Pilzzulage 
erhielten, bekamen taglich gegen Abend 3 g klein geschnittenen Champignon 
mit nur 8 bis 10g Hafer vermischt vorgesetzt; sie nahmen dieses Futter 
im Laufe des Abends und der Nacht zu sich und durften sich dann am 
anderen Morgen mit Hafer sittigen. 

Die zur Priifung von Psalliota campestris verwendete Gruppe von 
Meerschweinchen war vorher mit Heu und Runkelriiben gefiittert 
worden. Bei den Tieren, die zur Kontrolle nur Hafer und Wasser 
erhielten, fiel das bis dahin steigende Kérpergewicht sofort mit Beginn 
dieser Kost; der Tod trat schon am zehnten bis elften Tag ein; bei 
der Obduktion wurden deutliche Zeichen von Skorbut gefunden. Wurde 
dagegen auch Champignon verfittert, so blieb das Gewicht meist noch 
einige Zeit (bis zu 7 Tagen) konstant, der dann einsetzende Abfall 
war weniger steil als bei den Vergleichstieren; der tédliche Ausgang 
erfolgte 1 bis 4 Tage spiter. Diese voriibergehend bestehende giinstige 
Beeinflussung von Gewicht und Widerstandsfihigkeit der Meer- 
schweinchen durch die Pilzverfiitterung konnte man vor allem bei 
Tieren erkennen, die Hafer einmal ohne und ein andermal mit Pilz- 
zulage erhielten (Abb. 2). 

Abb. 2. 
Ausschnitt aus der Gewichtskurve von Meerschweinchen Nr. 26. 


a) Beginn ciner Haferdiat Das bis dahin stindig gestiegene Kérper- 
gewicht des Tieres fing sofort zu fallen an. b) An diesem und den 
nichsten Tagen wurden Hafer und Runkelriiben verfiittert. Das 
Gewicht erreichte wieder die friihere Héhe. c) Abermals Einsetzen 
einer Haferdiét. Zulage von Psalliota campestris. Jetzt blieb das 
Gewicht eine Woche lang konstant. — Tod am 14. Tag. Skorbut. 














Die Meerschweinchen, die Pilze bekamen, erhielten diese stets 
von Beginn der Haferernihrung an; trotzdem starben siimtliche an 
typischem Skorbut. Auch Psalliota campestris konnte also das Auftreten 
von Skorbut nicht verhiiten. 


Die verabreichten Mengen von Eierschwamm und Champignon 
waren wohl hinreichend, um einen einigermaBen bedeutenden Gehalt 
an C-Vitamin deutlich erkennen zu kénnen. Da diese Substanz bei 
einzelnen Nahrungs- und Futterstoffen in manchmal recht wechselndem 
Grade vorkommt, erscheint es allerdings nicht ausgeschlossen, daB die 
genannten Pilze bei besonderen Ernahrungsverhiltnissen, in bestimmter 
Entwicklungsperiode usw. doch dieses Vitamin besitzen. Dariiber 
wie auch tiber die Frage, wieweit es sich bei anderen Speisepilzen 
vorfindet, miissen gesonderte Untersuchungen entscheiden. Sollten 
jedoch auch diese simtlich zu negativen Resultaten fiihren, so liegt 
es nahe, das Fehlen von C-Vitamin in den eBbaren Pilzen mit ihrem 
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Freisein von Chlorophyll in Zusammenhang zu bringen. Manche Be- 
funde weisen ja bereits darauf hin, daB Beziehungen zwischen dem 
C-Vitamin und diesem Farbstoff bestehen. — 

Der voriibergehend giinstige EinfluB. den die Verfiitterung der 
Pilze auf Gewicht und Stoffansatz der Meerschweinchen sowie deren 
Lebensdauer und Widerstandsfahigkeit gegen die Schidigungen der 
qualitativ ungentigenden Ernihrung austibte, konnte zum Teil auf 
einer reichlicheren Aufnahme von Nahrung und einer besseren Aus- 
nutzung derselben beruhen; dies mochte veranla®t sein durch eine 
Steigerung der FreBlust der Tiere und eine regere Tatigkeit ihrer Ver- 
dauungsdriisen infolge des fiir die meisten Meerschweinchen sichtlich 
angenehmen Geschmacks der Pilze und der durch sie bewirkten Ab- 
wechslung in ihrer Ernaihrung. Ferner waren fiir die angegebenen 
Wirkungen vielleicht Substanzen verantwortlich, die fiir das Leben 
junger Meerschweinchen, insbesondere fir ihr Wachstum!') wichtig 
sind. Von wesentlich geringerer Bedeutung diirften bei den kleinen 
Mengen der verfiitterten Pilze ihre anorganischen Bestandteile und 
spezifischen EiweiBkérper gewesen sein. 


Zusammenfassung. 

Fir den Wert der Speisepilze als Nahrungsmittel kommt nach 
neuen Untersuchungen auch ihr Gehalt an Vitaminen in Betracht. 
Die Frage, ob in ihnen auch C-Vitamin vorhanden ist, konnte bisher 
nicht beantwortet werden. Das negative Ergebnis einiger Unter- 
suchungen war fiir das Fehlen dieses Stoffes in den Pilzen nicht be- 
weisend, da die betreffenden Versuche mit getrocknetem Material 
ausgefiihrt wurden, durch das Trocknen aber die Méglichkeit einer 
Zerstérung von C-Vitamin gegeben war. 

Es wurden daher Speisepilze im frischen Zustand in Fiitterungs- 
versuchen an Meerschweinchen auf einen Gehalt an dieser Substanz 
geprift. Untersucht wurden Cantharellus cibarius Fr. (Eierschwamm) 
und Psalliota campestris L. (Wiesenchampignon). Bei beiden Pilzen 
wurde das Fehlen jeder antiskorbutischen Wirkung festgestellt. 


1) Siehe auch die auf 8. 181 zitierten Arbeiten. 
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Leben In einer friiheren Arbeit!) wurde gezeigt, daB von den Fetten und 

ichtig Lipoiden im Serum starke Adsorptionswirkungen ausgehen. Dieser 

leinen Nachweis lieB sich fiihren mit Hilfe der Plateauschen KompaBmethode 

» und dadurch, daB die Veriinderungen der Oberflichenhiutchen von EiweiB-, 
Saponin- und Serumlésungen verfolgt wurden. Es ergab sich, dab 
sich diese Oberflichenhiutchen durch Zusatz geringer Mengen von ‘ 
Fetten und Lipoiden zertriimmern lieBen. Diese Arbeit erschien um ' 

nach so wichtiger, als sie eine Methode angab, die es gestattete, quantitativ 

racht. die physikalischen Lipoidwirkungen im Plasma zu erfassen, sie be- 

— deutete gleichzeitig den ersten Schritt, durch Bestimmung der Ad- 

: y sorptionswirkungen des Plasmas der Frage niher zu kommen, inwieweit 

ub be- die Eigenschaften der zelluliren Grenzflichen gegeniiber chemischen 

terial Verwandtschaften, Léslichkeitskoeffizienten, Ionenwirkungen usw. 

— durch physikalische Adsorptionswirkungen bedingt werden. 

Es entstand nun die Frage, ob diese Fett-Lipoidwirkung sich 

—_ ebenso erstreckt auf die in der Lésung befindlichen Kolloidkomplexe, 

=aear und es lag nahe, sich hierzu den Fermentreaktionen zuzuwenden. 

amm) Denn mit Euler*) kénnen wir annehmen, daB alle GesetzmaBigkeiten, 

Pilzen die sich bei der Kinetik kolloider Koérper ergeben, sich in der einen 
oder anderen Form auch bei den enzymatischen Reaktionen wieder- 
finden. Es kommt hinzu, daB die Bedeutung der Lipoide fiir den Ab-\ 
lauf biologischer Vorginge immer mehr ins Licht tritt, wihrend gleich- 
zeitig tiber die Beeinflussung der Fermentvorgiange durch die Substanzen 


nur sehr dirftige Kenntnisse bestehen. 

DaB alle chemischen Substanzen, wenn sie eine gewisse Konzen- 
tration erreichen, Fermentprozesse in schidlichem Sinne beeinflussen, 
ist allgemein bekannt. So stellen in besonderem MaBe Fette und 





) F. Eichholtz, diese Zeitschr. 128, 310, 1922. 


1 
2) H.v. Euler, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 55, 3583, 1922. 
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Lipoide negative Katalysatoren dar. Dab dagegen diese Substanzen 
Fermentprozesse beschleunigen kénnen, dafiir gibt es bislang nur wenig 
sichergestellte Beobachtungen. 

Versuche tiber Katalase. 

Die Katalase scheint zu derartigen Versuchen, die den kolloiden 
Faktor der Fermentwirkung erfassen wollen, besonders geeignet. Denn 
trotzdem ihre Wirkung sehr einfachen Gesetzen folgt und innerhalb 
gewisser Konzentrationen wegen der einfachen Beziehungen zwischen 
Fermentkonzentrationen, Wasserstoffsuperoxydkonzentrationen und 
Reaktionsgeschwindigkeit als eine Reaktion erster Ordnung erkannt 
worden ist [Senter')], so sind doch immer wieder neue Eigenschaften 
dieses Ferments aufgedeckt worden, die eine stark kolloide Kom- 


ponente beweisen. 

So haben Waentig und Steche*) die Tatsache erklart, daB bei einzelnen 
Katalasepraparaten mit fortschreitender Reaktion ein starker Gang ent- 
wickelt wird, der sich bei anderen Fermenten nicht nachweisen J&Bt. In 
gleicher Weise mu8 die starke Beeinflussung, die die Katalasewirkung durch 
Neutralsalze erfihrt [Michaelis und Pechstein*)] angesehen werden als ein 
Einflu8 auf den kolloiden Zustand der unelektrischen Teile des Ferments. 
Spiro *) hat gezeigt, daB die Neutralsalzwirkung durch die Reihe SQ,, Cl, N O,, 
Na, Mg dargestellt wird, mithin véllig im Sinne der Hofmeisterschen Reihe 
erfolgt, und daB daher die Herabsetzung der Dispersitaétauf einer Verkleinerung 
der aktiven Oberfliche des Ferments beruht, eine Erscheinung, die in 
genereller Weise von Neuschloss*) untersucht wurde. Auch die Abhangigkeit 
der Katalasewirkung von der H-Ionenkonzentration gibt einen starken 
Anhalt fiir die kolloide Natur des Katalasekomplexes. 

Sérensen*) hatte ein Optimum zwischen 6,5 und 7,5 angenommen, 
aber Versuche von Michaelis und Pechstein’?) wiesen nach, daB8 das Optimum 
weitaus breiter ist und zwischen p,, 6,0 und Py 9,70 liegt, was offenbar in 
der stark kolloiden Natur der Katalase begriindet ist. Darauf deuten auch 
Versuche von Senter, aus denen ein auBerordentlich geringer Temperatur- 
einfluB hervorging. 

Methode. 

Serumlésungen vermégen in den meisten Fillen Wasserstoff- 
superoxyd zu zersetzen. DaB diese Fahigkeit damit zusammenhingt, 
daB rote Blutkérperchen in Lésung gegangen sind, daB dagegen reines 
Serum niemals Sauerstoff entbindet, diesen Nachweis haben wir 


Senter®) zu verdanken; er ist von Beck®) bestatigt worden. Immerhin 


1) G. Senter, Zeitschr. f. physikal. Chem. 44, 257, 1903. 

®) P. Waentig und O. Steche, Zeitschr. f. physiol. Chem. 79, 446, 1912. 
8) L. Michaelis und H. Pechstein, diese Zeitschr. 58, 320, 1913. 

*) K. Spiro, ebendaselbst 98, 384, 1919. 

5) S. M. Neuschloss, Arch. f. ges. Physiol. 181, 45, 1920. 

6) S. P. L. Sérensen, diese Zeitschr. 21, 131, 1909. 

7) L. Michaelis und H. Pechstein, a. a. O. 

8) G. Senter, a. a. O. 

®) BE. C. Beck, Journ. of gen. Physiol. 46, 171, 1919. 
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lassen sich die nachfolgenden Tatsachen besser mit verdiinnter, durch 
Erythrocytenkatalase verunreinigter Serumlésung darstellen als mit 
lackfarbigem Blute. 


Menschen-, Kaninchen- oder Hundeserum wurde im Verhiltnis 1: 10 
mit Wasser verdiinnt. 2ccm hiervon wurden in die Birnen des Barcroft- 
Differentialapparates eingefiillt, mit 1 com Wasser bzw. Fett-Lipoidlésung 
versetzt und in das obere Réhrchen nach Ansetzen der Birnen 0,5 ecm 
einer Iproz. H,O,-Lésung (Perhydrol Merck) eingefiillt. Hierauf wurde 
der Apparat geschlossen, nach 2 Minuten Temperaturausgleich von Minute 
zu Minute geschiittelt, bis kein Ausschlag mehr erfolgte, und wiederum das 
Manometer ausgeglichen. Nunmehr lieB man die H,O,-Lésung einflieBen. 
Es wurde 5 Minuten andauernd geschiittelt und nach weiteren 2 Minuten 
abgelesen. 


Die gasometrische Methode der Katalasebestimmung eignet sich 
besonders fiir stirkere Serumlésungen, wo die Titration mit Kalium- 
permanganat ungenaue Werte ergibt. Immerhin arbeitet man auch 
hier mit gewissen Fehlerquellen. Insbesondere die Adsorption des 
entwickelten Sauerstoffs durch Lipoidpartikel kann eine groBe Rolle 
spielen. So wurden in einem Parallelversuch auf der einen Seite eine 
‘ettemulsion 1 : 400 zugefiigt, die durch mechanische Zerteilung durch 
Schiitteln hergestellt war, auf der anderen Seite eine kolloide Fettlésung 
gleicher Konzentration. Es ergab sich: 


Zersetzte H,O,-Menge gegen fettfreie Katalaselésung. 
Lésung I. . . . + 17 Proz. Py 6,7 
sa. oa yo Oe Py 6,7 


Die gleiche Erscheinung laBt sich feststellen, wenn man Fettlésungen 
verschiedener Dispersitaét in den Differentialapparat einfiihrt. Auf beiden 
Seiten tritt Gasabsorption ein, die auf der Seite des feindispers verteilten 
Fettes besonders stark ist. So hat auch Jtami') festgestellt, daB lipiimisches 
Serum eine starke Sauerstoffzehrung zeigt. Es ergibt sich demnach, daB die 
Adsorption des Sauerstoffs besonders groB wird, wenn man kolloide Lésungen 
der Lipoide benutzt. Hier kann das Nebeneinander von Sauerstoff- 
entwicklung und Sauerstoffabsorption jede Ablesung unmédglich machen. 
Die Fett-Lipoidlésung wurde infolgedessen so dargestellt, daB eine gewisse 
Menge der Substanz in ein definiertes Quantum destillierten Wassers ein- 
gebracht wurde, und da8 man so lange schiittelte, bis die gesamte Substanz 
in fener Emulsion verteilt war. 

Weitere Fehlerquellen, Bakterienwirkung, Fremdkérper lieBen sich 
dadurch ausschalten, daB Kontrollen ohne Katalasen angestellt wurden. 
Die so ausgebaute Methode lieferte gleichmaBige Resultate. 


Die gasometrische Methode hat den groBen Nachteil, daB sie 
sehr zeitraubend ist, da gleichzeitig nur eine Differentialbestimmung 
gemacht werden kann. Es wurde infolgedessen in spiteren Versuchen 
die titrimetrische Methode mit Kaliumpermanganat angewandt. 


1) S. Itami, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 62, 94, 1909. 
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Zu diesem Zwecke wurden bis zu 24 Erlenmeyerkolben, die mit 
destilliertem Wasser gereinigt waren, in eine gleichzeitige Versuchsreihe 
einbezogen. In jeden dieser Kolben wurde 1 cem der Katalaselésung 
(z. B. Blutlésung 1: 1000) eingefiillt und mit 1 cem Wasser bzw. Fett-Lipoid- 
emulsion versetzt. Dann wurde die ganze Reihe mit einem Intervall von 
15 Sekunden von Kolben zu Kolben mit n/200 H,O,-Lésung versetzt und 
nach 5 Minuten, wieder beim ersten Kolben anfangend, der ProzeB mit 
5 com n/2 H,SO, abgebrochen. Das nicht zersetzte H,O, wurde dann mit 
n/100 KMnO, zuriicktitriert. Fiir groBe Serienversuche ist diese zweite 
Methode geeigneter. Sie liefert ebenso gleichmaBige Resultate. 

Durch die Arbeiten von Sérensen'), Michaelis und Pechstein®), 
Rona*) wurde nachgewiesen, daB die Katalasewirkung abhiingig ist 
von der Reaktion der Lésung. Obwohl nun in den vorliegenden Ver- 
suchen die Wasserstoffzahl nur wenig verschoben wurde, und obwoh! 
praktisch eine Verschiebung der Reaktion von 6,5 auf 9,0 die Katalase- 
wirkung kaum verindert, wurde doch in den meisten Versuchen die 
Reaktion mittels der Indikatorenmethode von Michaelis bestimmt. 
Das Arbeiten mit derartigen physiologischen Kolloidmischungen i 
kénnte gewissen Widerspruch auslésen. Es kénnte die Frage auf- 
geworfen werden, ob nicht zweckmaBiger gereinigte Katalaselésungen 
. angewandt wiirden. Demgegeniiber lieBe sich darauf hinweisen, dai 
der kolloide Zustand der Fermente im Organismus in Wechselwirkung 
steht mit dem Milieu, und daB ganz abgesehen davon, daB es zurzeit 
unméglich ist, Katalaselésungen frei von Begleitkolloiden darzustellen, 
jeder Eingriff in das kolloide Milieu zu Veranderungen der kolloiden 
Fermente fihren mu8. Damit ist gleichzeitig verbunden, daB durch 
die vorliegenden Untersuchungen keine Entscheidung dariiber gebracht 
wird, ob es sich um eine Beeinflussung der Fermentreaktionen un- Y 
mittelbar, oder durch Vermittlung des kolloiden Milieus handelt. j 
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Versuche. 
Die vorliegenden Versuche wurden angestellt in den Jahren 1922 
se und 1923 in den pharmakologischen Instituten der Universitaten 
a Rostock und Freiburg i. Br. Die Ergebnisse stiitzen sich auf 
q mehrere Tausend Einzelbestimmungen. Diese Weitschweifigkeit ist 
if darin begriindet, daB die dargestellten Kolloidreaktionen nicht mit 
volliger Sicherheit reproduzierbar sind. Es gibt Serumlésungen, die 
jeden Versuch scheitern lassen. Diese Schwierigkeiten sind auch von 
‘ 4 anderen Autoren anerkannt worden [Waentig und Steche*)], und ein 
; gewisser Einblick in das Wesen dieser Vorgiinge ist uns durch die 


; 
1) Sdérensen, a. a. O. 


2) Michaelis und Pechstein, a. a. O. 
3) P. Rona und A. Damlovicanu, diese Zeitschr. 184, 20, 1923. 
i 4) P. Waentig und 0. Steche, a. a. O. 
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Arbeiten von Storm van Leeuwen') vermittelt worden, der aus- 
gesprochene Kolloidreaktionen des Blutes durch geringfiigige Eingriffe 
verhindern oder verschieben konnte. Immerhin ist in den vorliegenden 
Versuchen die Zahl der positiven Befunde geniigend groB, um ein klares 
Bild vom Wesen der Vorginge zu erhalten. 


A. Versuche mit frischer Serum- bzw. Blutlésung. 

Es laBt sich leicht feststellen, daB die Katalaselésung von frischer 
Serum- bzw. Blutlésung durch Fette und Lipoide im Sinne einer nega- 
tiven Katalyse beeinfluBt wird. Indessen ist der Grad der Beein- 
flussung, wahrscheinlich infolge der kolloiden Vorgiinge, auf die diese 
Versuche hinzielen, auBerordentlich verschieden. 

So wurden zu Blutlésungen, die von verschiedenen Tieren ge- 
wonnen waren, pro Kubikzentimeter 0,2 einer Olsiureemulsion 1 : 4000 
zugefiigt, 10cem n/100 H,O,-Lésung zugesetzt und die Reaktion 
nach 5 Minuten abgebrochen. Die Verlangsamung durch die Fett- 
siure betrug 5, 2,5, 3, 3, 0, 3 Proz. Es wurde ein Fall beobachtet, in 
dem durch einen Gehalt an Fettsiuren in einer Konzentration 1 : 40000 
eine Verlangsamung von 5 Proz., bei einer anderen Blutprobe die 
gleiche Verlangsamung durch eine Konzentration | : 400 eintrat. Die 
gleiche Erscheinung war bei Triolein und Lecithin zu finden. Es wird 
also bei frischer Blutlésung die Tatsache bestatigt, daB Fette und 
Lipoide negative Katalysatoren sind, und wir folgen damit den Unter- 
suchungen von Lapidus*), Bang*), Starkenstein*), Kiittner®) Buchner 
und Antoné®) u.a., die ebenfalls unter bestimmten Versuchsbedingungen 
eine verzégerte Wirkung auf fermentative Prozesse feststellten. 


B. Versuche mit gealterter Serumlésung. 


Aus den fritheren Untersuchungen ging hervor, daB die Zusammen- 
lagerung der oberflichenaktiven Substanzen zu Oberflichenhiutchen 
erst allmahlich erfolgt. Da®B diese Zusammenlagerung von kolloiden 
Teilchen auch in der Lésung erfolgt, ist eine naheliegende Annahme, 
und Beispiele dafiir sind jedem Forscher gelaufig, der sich mit kolloiden 
Substanzen beschaftigt. Handelt es sich doch bei der Vergréberung 
der kolloiden Struktur um einen Vorgang, der in prinzipieller Weise 


1) W. Storm v. Leewwen und A. v. Scent Gyérgyi, Journ. of Pharm. 
and exper. Ther. 18, 271, 1921. 

*) H. Lapidus, diese Zeitschr. 30, 1, 1910. 

3) J. Bang, ebendaselbst 32, 417, 1911. Ergebn. d. Physiol. 8, 463, 
1909. 

*) EB. Starkenstein, diese Zeitschr. 38, 423, 1911. 

5) S. Kiittner, Zeitschr. f. physiol. Chem. 50, 472, 1903; 52, 63, 1907. 

*) E. Buchner und W. Antoni, ebendaselbst 46, 136, 1905. 
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die Kolloide von der molekularen Lésung unterscheidet. Es liegt daher 
nahe, anzunehmen, daB auch beim Stehenlassen einer Serumlésung 
Kolloidveranderungen im Sinne einer Dispersitatsvergréberung vor 
sich gehen. In der Tat stellte sich bei derartigen gealterten Lésungen 
ein fundamentaler Gegensatz heraus, wenn man sie mit Emulsionen von 
Fetten und Lipoiden behandelte. Im Gegensatz zur frischen Lésung 
wurde die Katalasewirkung gealterter Serum- und Blutlésungen durch 
diese Emulsionen zum Teilerheblich verstarkt. Es wurden Verbesserungen 
bis zu 30 Proz. beobachtet, immerhin wurden die Katalasewerte der 
frischen Lésung nicht wieder erreicht. So wurden bei Untersuchungen 
der Fettwirkung auf gealterter Serumkatalaselésung mittels der Barcroft- 
methode folgende Verbesserungen erzielt: 





Normalseite | _ Verbesserun 








y . | pe | auf der Fettseite 

Nr. | Pu Pu Proz. 

; if ate 

1 | 640 6,45 10 

2 | 650 645 | 9 

3 | = 6,35 6,35 17 

4 | 630 | 6.40 8 

5 | 635 6,35 7 

6 640 | 6,50 14 
a In gleicher Weise wurden 
5 Untersuchungen mit anderen 
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bei Olsiure, dlsaurem Natrium, 
Caprylalkohol, mittlere oder ge- 
ringe Verbesserung bei Triolein 
und Lecithin, keine Verbesserung 
bei Stearin und Palmitinsiure, 
Stearin und Tripalmitin, Chol- 
esterin, kolloider Kohle und 
kolloider Kieselsiiure(Heyden). 
Welche auBerordentlich ge- 
ringe Mengen unter Umstianden 
dazu gehéren, diese Verbesserung 
der Katalasewirkung zu erzielen, 
geht aus den folgenden Versuchen 
mit Natriumoleat hervor. Zu 
wurden 0,3cem 1 proz. Natrium- 


oleatlésung gesetzt, der Mischung 10 ccm n/200 H,O,-Lésung zugefiigt 
und die Katalasewirkung nach 10 Minuten abgebrochen. In keinem 
Falle wurde bei frischem Blute eine Verbesserung erzielt. 

















Fett-Lipoidwirkungen. 


193 


Uber die Verbesserung von gealterter Katalaselésung nach 24stiin- 
digem Stehen bei 16° gibt Abb. 1 Auskunft. 
Noch in einer Verdiinnung 1: 12800 ergibt Natriumoleat eine 


verbesserte Katalasewirkung. 


Die Verbesserung trat nicht ein auf 


Zusatz von Natriumcarbonat, ist also nicht bedingt durch Verschiebung 


der Reaktion. 


In welcher Weise ist nun jene Veranderung des kolloiden Zu- 
standes, die durch Fette und Lipoide reversibel ist, abhingig von der 


Verdiinnung der Serumlésung ? 
Diese Frage wurde in einer 
weiteren Versuchsreihe mit 
Hilfe der Barcroftmethode 
entschieden, deren Ergebnis 
durch Abb. 2 wiedergegeben 
wird. 

Die optimale Verdiinnung 
liegt also zwischen 1 : 400 und 
1 : 1600 der Serumlésung. Die 
Reaktion der Lipoid- und Ver- 
gleichslésung befindet sich 
zwischen py 6,30 und py 6,50. 


Schon friiher wurde dar- 
auf hingewiesen, daB die frag- 
lichen Kolloidveranderungen 
sich erst allmiahlich beim 


Altern der Lésung entwickeln. ~ 


Die zeitliche Abhiangigkeit 
wird in Abb. 3 wiedergegeben. 
In 6 bis 24 Stunden ent- 
wickelt sich demnach gleich- 
zeitig mit starkem Absinken 
der Katalasewirkung ein Opti- 
mum der Fettverbesserung. 
Saimtliche Versuche wur- 
den bei Zimmertemperatur 
angestellt. Dabei erwies sich, 
daB in den heiBen Monaten 


a 


+ 


112800 


berbesserung in % 


NS 






Q 
1:700 


‘400 7-800 1:1600 
Konzertraton der 
Abb. 2. Verbesserung der Katalasewirkung von 0,5 ccm 
gealterter Blutlésung 1:400 durch Zusatz von 0,3 ccm 

Na-Oleatlésung (in drei Versuchen). 
Versuch 1. Versuch 2. 
— — — Versuch 3. 
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Verbesserung in % 
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des in Versuch Nr 2 von 2acm Serumié 
entwicketten’ Saverstoffes in “oo ccm 


N 


Menge 


Abb. 3. Einflu8 des Alterns auf die Fettverbesserung. 
Serumkonzentration 1: 400. Zusatz von 0,2ccm Fett- 
emulsion 1 : 400. 


bei Temperaturen iiber 19° in keinem 


Falle eine Verbesserung durch Fett-Lipoidsubstanzen zu beobachten 
war. Wenn iiberhaupt Unterschiede auftraten, lagen sie im Sinne 


einer negativen Katalyse. 
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Wir ziehen aus den vorliegenden Untersuchungen den Schluf, 
dap sich bei Altern von Serum- und Blutlésungen neben einer allmdhlichen 
Zerstérung der Katalase Verdnderungen des kolloiden Zustandes dieses 
Enzyms entwickeln, die auf Fette und gewisse Lipoide reversibel sind. 
Damit tritt nunmehr die Frage auf, auf welche Eigenschaft der Fette 
und Lipoide diese férdernde Wirkung auf alternde Katalaselésung be- 
zogen werden muB. In einer friiheren Abhandlung ist gezeigt worden, 
daB von diesen Substanzen starke Adsorptionskrifte ausgehen, und 
das Bestreben lag nahe, die gleichen Befunde bei anderen kolloiden 
Adsorbenzien zu erheben. Aber weder mit kolloider Kohle, noch mit 
kolloider Kieselsiure wurde eine Verbesserung erzielt. Die Versuche 
wurden mit der manometrischen Technik mit Serumlésung angestellt, 
die auf Fettemulsion betrichtliche Verbesserung aufwies. 

Auf eine weitere Méglichkeit deuteten die Versuche von Bayliss‘), 
in denen er zeigte, daB durch Mittel, die die Oberflichenspannung 
herabsetzen, die Dispersion der Kolloide gesteigert wird. Auf diesem 
Wege verbessert Caprylalkohol die Ureasewirkung, gallensaure Salze 
die der Lipase. 

Nun hat Meyerhof*) demgegeniiber die Beobachtung gemacht. 
daB die héheren Homologen des Alkohols fermentative Umsetzungen 
verzégern, und zwar in dem Mabe, wie sie die Oberflichenspannung 
erniedrigen. Er erklart das damit, daB sie die angreifbare Substanz 
von der Enzymoberfliche verdringen. In der Tat wird diese Fest- 
stellung von Meyerhof bestitigt, wenn man Caprylalkohol zu frischer 
Blut- bzw. Serumlésung setzt. Es tritt eine Verzégerung der H,0,- 
Spaltung ein. Indessen verkehrt sich das Bild wieder in das Gegenteil, 
wenn man gealterte Blutlésung nimmt. Die Versuche ergaben folgendes : 














Versuch  Verbesserung durch Fett. Verbesserung durch 


séureemulsion | : 400 Caprylalkohol 1 : 400 
7 Proz. Proz. 
1 0 4 
2 5 | 5 
3 4,5 2 
4 0 2 
5 5 8 
6 3 | 3 


Es ergibt sich demnach, daB die Verbesserung der Katalasewirkung 
durch Caprylalkohol sogar in stirkerem Mae auftritt als die durch 
Fettsaure. 

Damit ist der Anschlu8 an die Versuche von Bayliss gewonnen und 
nachgewiesen, daB die Verbesserung der Katalasewirkung durch Fette 


1) W. M. Bayliss, Naturwissenschaften 10, 983, 1922. 
2) O. Meyerhof, Pfliig. Arch. 157, 307, 1914. 
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und Lipoide zuriickzufiihren ist auf eine Dispersitatsverinderung der 
kolloiden Komplexe. Dabei steht dahin, ob eine unmittelbare Disper- 
sitétsinderung der aktiven Fermentteilchen vorliegt. Es liegt naher, 
daran zu denken, daB die Versuche sich nicht mit reinen Substanzen 
befassen, sondern mit einem komplexen System, in dem Adsorptions- 
vorginge zwischen den verschiedenen Kolloiden untereinander vor sich 
gehen. So kamen auch Waentig und Steche!) zu dem SchluB, daB mit 
groBer Wahrscheinlichkeit Teilchen des einen Kolloids — vielleicht in 
Form einer Schutzhillle — sich den Teilchen des zweiten Kolloids an- 
lagern, und daB diese Primirkomplexe sich weiter zu gréBeren Kom- 
plexen zusammenschlieBen. Die Wahrscheinlichkeit liegt nahe, dab 
die Verbesserung der Katalasewirkung in erster Linie durch Aufspaltung 
derartiger sekundirer Komplexe erfolgt. 

Die Einsicht in die physiologische Bedeutung der Zellipoide ist 
seit Meyer und Overton Allgemeingut geworden und besonders von 
Jarisch®) wurde die Tatsache ins Licht geriickt, daB die Zellipoide 
schon in einer Verdiinnung physiologische Wirkungen entfalten kiénnen, 
die an Alkaloidwirkung erinnert. Fir die Bedeutung dieser Substanzen 
im Plasma dagegen besteht bislang keine befriedigende Aufhellung, 
und eine Verschiebung des Fett-Lipoidgehalts wird mit der gleichgiiltigen 
Erklirung hingenommen, daB es sich hierbei um eine Stérung der 
Oxydationsvorginge handelte. Die Steigerung oder Verminderung des 
Fett-Lipoidgehalts im Plasma, die auf die geringsten Eingriffe hin erfolgt, 
ist bisher physiologisch eine dunkle Funktion. Die vorliegenden Unter- 
suchungen setzen es sich zum Ziel, durch Analyse des kolloidchemischen 
Verhaltens diese Frage aufzukliren. 

Es sei hier nur kurz auf folgendes Ergebnis hingewiesen: 

Vom Standpunkte der Verbrennungsphysiologie, die Fette und 
Ole nur nach ihrem Kaloriengehalt beurteilte, erschien es gleichgiltig, 
ob man hoch oder niedrig schmelzende Fette verfiitterte. 

Die vorliegenden Untersuchungen haben gezeigt, daB prinzipielle 
Unterschiede im kolloidchemischen Verhalten der hoch und _ niedrig 
schmelzenden Fette bestehen, und es erscheint nicht unwahrscheinlich, 
daB ein Teil der therapeutischen Wirkung der tierischen und pflanz- 
lichen Ole auf der oben prizisierten kolloidchemischen Grundlage beruht. 


C. Versuche iiber Katalaseschddigung durch Schwermetallsalze. 


Die vorhergehenden Untersuchungen beschiftigen sich mit den 
Kolloidverinderungen gealterter Katalaselésung, und es entstand die 
Frage, ob auch andere Schidigungen in dem Sinne wirken, daB sie zu 
Kolloidverinderungen fiihren, die durch Fette und Lipoide reversibel sind. 


1) P. Waentig und O. Steche, Zeitschr. f. physiol. Chem. 79, 446, 1912. 
*) A. Jarisch, Arch. f. ges. Physiol. 186, 299, 1921. 
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Senter!) hat gezeigt, daB Schwermetallsalze als starke Katalase- 
gifte anzusehen sind, insbesondere wies er nach, daB das Sublimat 
auch in sehr hohen Verdiinnungen eine Katalaseschidigung verursacht. 

Zu 0,5cem frischer Blutlésung 1: 1000 wurden 0,2 ccm einer 
Olsiureemulsion 1: 400 bzw. 0,2cem H,O als Kontrolle zugesetzt. 
Darauf wurden 0,2cem einer 0,005 n Sublimatlésung zugefiigt, 
5 Minuten gewartet und mit 10 ccm n/200 H,O, versetzt und die 
Katalasewirkung nach 5 Minuten abgebrochen. Es ergaben sich Ver- 
hesserungen durch die Olstiure von 10 bis 30 Proz. 

Nun liegen beim Sublimat besondere Verhaltnisse vor insofern, 
als es sich hier um eine lipoidlésliche Substanz handelt. Der Grund 
der Verbesserung kénnte also liegen in einer einfachen physikalischen 
Ablenkung der Substanz. 

In der Tat konnte die Verbesserung bei nicht lipoidléslichen Schwer- 
metallsalzen nicht beobachtet werden. Weder beim Ferrosulfat, noch 
bei dem von Bayliss*) zur Kolloidfillung empfohlenen Ferrocyan- 
kalium wurden Verbesserungen der vergifteten Katalase durch vorher- 
gehende Behandlung mit Fetten und Fettsiuren beobachtet. 

Auch die Blausiureschiidigung der Katalase, die seit Bredig*) 
vielseitiges Interesse gefunden hat, kann nicht verhindert werden 
durch Fett- und Lipoidemulsionen. Die Untersuchung ergibt also, daB 
weder bei Schwermetallsalzen, noch bei der Blauséureschidigung die 
reversible Kolloidveriinderung auftritt, die beim Altern von Blut- und 
Serumlésungen zu beobachten ist. 


D. Versuche mit Réntgenbestrahlung. 


Schwarz und Friedrich*) haben nachgewiesen, daB die Katalase 
durch intensive Réntgenbestrahlung geschidigt wird. Diese Beob- 
achtung bietet eine Parallele zu den Untersuchungen von Fernau und 
Pauli5), die feststellten, daB auch andere kolloide EiweiBsubstanzen 
durch durchdringende Radiumstrahlung gefallt werden. Beobachtungen 
in ahnlicher Richtung sind gemacht worden von Waentig und Steche®), 
Mond’). 

Es lag also nahe, zu untersuchen, ob die durch Réntgenstrahlen 
gesetzte Katalaseschiidigung durch Fett- und Lipoidemulsionen rever- 
sibel wire. Zu diesem Zwecke wurden 10 ccm 1 : 20 verdiinnter Blut- 
lésung einer vierstiindigen Réntgenbestrahlung ausgesetzt, nach der 
1) G@. Senter, a.a.O. — *) Bayliss, a.a.O. — *) G. Bredig und Miller 
v. Berneck, Zeitschr. f. physikal. Chem. 81, 258, 1899. — *) R. Schwarz 
u. W. Friedrich, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 55, H. 4, S. 1040. — 5) A. Fernau 


u. P. Pauli, diese Zeitschr. 70, 426, 1915. — *) P. Waentig u. O. Steche, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 76, 177, 1911. — 7) R. Mond, Arch. f. ges. Physiol. 


196, 540, 1922. 
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Bestrahlung auf 1: 1000 verdiinnt und ebenso wie unbestrahlite Blut- 
lésung, die wihrend dieser Zeit bei gleicher Temperatur und gleicher 
Verdiinnung gestanden hatte, mit und ohne Zusatz von Fettsiure- 
emulsion 1: 1000 ausgewertet. 





Versuch Nr. 1 2 3 4 5 


Verbesserung der unbestrahliten Blut- 


Ee ee ee Proz. 3,7 2 0 —4 0 
Verbesserung der bestrahiten Blut- 
Ps no WSs 6. ae 2 8 Proz. 10 4 7 2 5 


Wurde die Olsiure vor der Réntgenbestrahlung der Blutlésung 
zugesetzt, so ergab sich gegen gleichzeitig bestrahlte dlsiurefreie Blut- 
lésung eine Verbesserung von 10 bis 25 Proz. Durch Zusatz von Olsiure 
wird also die Verinderung der kolloiden Struktur verhindert, die zu 
dem Abfall der Katalasewirkung durch Réntgenbestrahlung fihrt. 
Andererseits sind die eingetretenen Kolloidveranderungen wenigstens 
teilweise durch Olsiureemulsionen reversibel. In geringem MaBe wurde 
diese Erscheinung auch bei Triolein und Lecithin beobachtet. Diese 
Untersuchungen deuten darauf hin, daf der Fett- und Lipoidgehalt 
des Blutes und Gewebes die Wirkung der Réntgenbestrahlung beeinflupt. 


E. Versuche tiber Lipdmie. 

Es wurde friiher gezeigt!), da8B die Fette und Lipoide im lipamischen 
Serum die Oberflachenzahigkeit der Serumlésung erheblich verandern 
kénnen. Nach den bisherigen Feststellungen war zu erwarten, da8 
infolgedessen auch der Dispersititszustand der in der Lésung befind- 
lichen Kolloidkomplexe durch lipamisches Serum verindert wiirde, 
und daB so eine Verstarkung der Katalasewirkung gealterter Blutlésung 
zustande kommen kénne. Wenn man Kaninchenblut in mit Paraffin 
ausgegossenen Zentrifugenréhrchen auffaingt und zentrifugiert, so gelingt 
es, nach 24stiindigem Stehenlassen Serum zu gewinnen, das keine 
Katalasewirkung zeigt. Das auf diese Weise gewonnene Serum eines 
lipamischen Kaninchens wurde mit der Bangschen Methode untersucht. 
Der Petrolitherextrakt ergab einen Gehalt an lipoiden Substanzen 
von 2,1 Proz. Bei Zusatz von 0,2 ccm dieser Serumprobe bzw. 0,2 ccm 
von Normalserum als Kontrolle zu gealterter katalasehaltiger Serum- 
lésung ergaben sich bei Auswertung nach der Barcroftmethode folgende 
Verbesserungen : 





Versuch Nr. 1 2 _ - Sl 5 6 


Verbesserung durch lipamisches 


I ie hte eH a el gn! G Proz. 0 7 0 3 


bo 
Le 


1) F. Bichholtz, a. a. O. 
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Ebenso ergab sich aus einer Reihe von Versuchen, daB eine Ver- 
besserung der Katalasewirkung von lipimischem Serum nach 24stiin- 
digem Stehen durch Zusatz von Fettsiureemulsion nicht erzielt werden 
konnte. 

Es wird damit die Auffassung begriindet, daB der Fett-Lipoidgehalt 
im Serum den Dispersitaétszustand der EnzymeiweiBkomplexe beein- 
fluBt, und daB durch einen bestimmten Gehalt an diesen Substanzen 
das Zusammenballen der Kolloide beim Altern verhindert wird. Damit 
ist gleichzeitig ein neuer Hilfsmechanismus fiir eine Fermentwirkung 
aufgedeckt, der mit hoher Wahrscheinlichkeit auch fiir andere Fermente 
postuliert werden darf. 

Wie schon aus den fritheren Untersuchungen hervorgeht, sind die 
einzelnen lipoiden Bestandteile nicht gleichwertig. Insbesondere fehlen 
quantitative Bestimmungen derjenigen Substanz, die bei vergleichenden 
Untersuchungen die stiarkste Kolloidwirkung besitzt, der Olsiure. Von 
diesem Gesichtspunkte aus bediirfen die quantitativen Bestimmungen 
der lipoiden Serumsubstanzen einer Revision. 


Es entstand die weitere Frage, ob vielleicht die Unterschiede, 
die im Fett-Lipoidbild der einzelnen Blutproben auftreten, schon Ver- 
anderungen des kolloiden Zustandes herbeizufiihren vermégen, die mit 
obiger Methode zu erfassen sind. Diese Frage erscheint um so wichtiger, 
als der Fett-Lipoidgehalt schon im Normalen in weiten Grenzen variiert 
und iiber eine physiologische Bedeutung dieser Erscheinung kaum 
etwas bekannt ist. 

Die Auswertung der Serumproben, die uns von der medizinischen 
Klinik Rostock freundlichst tiberlassen wurden, hatte mit dem Ubel- 
stande zu rechnen, daB sie selbst kataiasehaltig sind. Aus Vorversuchen 
ergab sich, daB es gelingt, diese Katalase zu zerstéren, wenn man durch 
Zusatz von Natriumcarbonat die Lésung alkalisch macht und langere 
Zeit bei héherer Temperatur hilt. 

Zu 10 cem zehnfach verdiinnter Serumlésung wurden 5 ccm | proz. 
Natriumcarbonat zugesetzt und das Gemisch eine Stunde bei 50° 
gehalten. Die Reaktion wurde zu py 9,7 bestimmt. Sie fallt also in 
ein Bereich der Michaelisschen Kurve, wo die Katalasewirkung in 
hohem Ma8e durch Veriinderungen der Reaktion beeinfluBt wird. Es 
wurde also bei jedem Versuch die Reaktion bestimmt. 

Eine Temperatur von 45° geniigte nicht zur Zerstérung der Katalase., 
ebenso wie bei obiger Reaktion in einem Falle nach 30 Minuten Wasser- 
bad von 50° noch geringe Mengen von Katalase vorhanden waren. 

Von den in dieser Weise katalasefrei gemachten verdiinnten Seren 
verschiedenen Fettgehalts wurden 2ccm in den Barcroftapparat ein- 
gefiihrt, mit l1ecm zehnfach verdiinntem katalasehaltigen gealterten 
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Serum versetzt und die Katalasewirkung, wie friiher dargestellt, 
untersucht. 

Der Fettgehalt von 12 Patientenseren schwankte zwischen 0,57 
und 0,9 Proz. Ein Unterschied in der Katalasewirkung war nicht 
nachzuweisen. Immerhin mu® darauf verwiesen werden, daB die 
Kolloidverainderungen, die beim Altern auftreten und sich mit obiger 
Methode nachweisen lassen, grob sind gegeniiber denen, die méglicher- 
weise unter pathologischen Verhiltnissen im Organismus vor sich gehen. 


F. Uber den kolloiden Zustand der Katalase in den Erythrocyten. 

Durch die Arbeiten von Bloor'), Horiuchi*), Sakai*), Edelmann*) ist 
festgestellt worden, daB nach starkem Aderla8 auffallende Veranderungen 
des Lipoidstoffwechsels auftreten, die sich in einer Erhéhung des Gehalts 
an Fetten, Fetts&éuren, Lecithin und Cholesterin in Blut und Plasma duBert. 
Dariiber hinaus haben Horiuchi und Jastrowitz®) nachgewiesen, daB an 
diesen Veriinderungen auch die roten Blutkérperchen teilnehmen, die eine 
Steigerung des Phosphatidgehalts erkennen lassen. 

Nun ist eine gewisse Einsicht in die Funktion der Lipoide in den 
Erythrocyten, vor allem durch Brinkmann und v. Dam*) vermittelt 
worden, die das Verhaltnis Lecithin zu Cholesterin als eine wichtige zellulire 
Konstante erkannten, von der Ionenpermeabilitat, Wassergehalt, elektrische 
Isolation und Resistenz der roten Blutkérperchen abhangig ist. Ebenso ist 
durch Jarisch’) festgestellt worden, daB Seifen noch in Verdiinnungen, 
die an die Wirkung der Alkaloide erinnern, den Blutkérperchen unter 
Umstanden eine hochgradige Resistenz gegen Hypotonie verleihen. Es 
wird hier der Versuch gemacht, den Lipoiden eine zentrale Stellung im 
Mechanismus des Zellstoffwechsels anzuweisen, und auch die von Hdber®), 
Jodlbauer*), Haffner®) und Jarisch™) begriindete kolloidchemische Be- 
trachtungsweise der Hiimolyse endet aus in die Frage nach der Bedeutung 
der Zell-Lipoide. 

In dieser Richtung bedeuten die Arbeiten von Euler einen groBen 
Schritt vorwirts. Euler und Borgenstam*) ist es gelungen, die Katalase- 
wirkung der Pferde-Erythrocyten durch Erhitzen auf 57° auf mehr als das 
Doppelte zu erhéhen. Sie nehmen an, daB die Katalase nicht im optimalen 
Dispersitaétsgrade in den Zellen enthalten ist, und beziehen die erhdhte 
Katalasewirkung beim Erwarmen auf VergréBerung der Dispersitat. Diese 
Anschauung ist um so wichtiger, als durch die Arbeiten von Jodlbauer, 
Haffner und Jarisch bei Untersuchung der Warmewirkung nahe Beziehungen 


1) W. R. Bloor, Physiol. rev. 2, 92, 1922. 

2) M. Horiuchi, Journ. of biol. Chem. 44, 363, 1920. 

3) S. Sakai, diese Zeitschr. 62, 387, 1914. 

4) F. Edelmann, Zeitschr. f. ges. exper. Med. 80, 221, 1922. 

5) H. Jastrowitz, ebendaselbst 27, 276, 1922. 

6) R. Brinkmann und E. van Dam, diese Zeitschr. 108, 35, 61, 1920. 
7) A. Jarisch, Arch. f. ges. Physiol. 186, 299, 1921. 

8) R. Héber, diese Zeitschr. 14, 209, 1908. 

*) A. Jodlbauer und F. Hafjner, Arch. f. ges. Physiol. 179, 121, 1919. 
1°) F. Haffner, ebendaselbst 179, 144, 1919. 

1) A. Jarisch, ebendaselbst 192, 255, 1921. 

12) H.v. Euler und E. Borgenstam, diese Zeitschr. 102, 124, 1920. 
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zwischen dem Resistenzoptimum gegen Hiimolyse und dem Stabilitats- 
optimum der Blutkérperchenkolloide aufgedeckt wurden. 

Es entstand also die Frage, ob auch die Lipoide, die nach Jarisch 
zu einer Erhéhung der Resistenz gegen Hypotonie fiihren, gleichzeitig 
eine DispersititsvergréBerung der Blutkérperchenkatalase bewirken, 
die nach dem Ergebnis der Versuche an gealterter Katalase wahr- 
scheinlich war. 

Die Versuche wurden im Anschlu8 an Euler und Borgenstam an- 
gestellt. Kaninchenblut wurde defibriniert, zentrifugiert und die roten 
Blutkérperchen viermal mit lproz. Natriumchloridlésung gewaschen. 
Das urspriingliche Blutvolumen wurde |: 500 verdiinnt und je 10 ccm 
dieser Blutkérperchenemulsion in einer Keihe von Reagenzglisern ein- 
gefillt, mit 2cem lproz. NaCl-Lésung bzw. 2ccm Natriumoleat- 
Natriumchloridlésung in steigender Verdiinnung versetzt. 

Im Verlauf der Untersuchungen stellte sich heraus, daB ein der- 
artiges Katalasesystem empfindlich ist gegen Anderungen der Reaktion. 
Die Réhrchen wurden infolgedessen mit gleichen Mengen von p-Nitro- 
phenol bis zur leicht gelblichen Farbung versetzt und bis zur Entfirbung 
langsam CO, durchgeleitet. In anderen Fallen wurde in der Mischung 
kolorimetrisch nach Michaelis die H-lonenreaktion bestimmt. 

2cem der Reagenzglasemulsion wurden in Erlenmeyerkolben ein- 
gefillt, mit 10 ccm n/100 H,O,-Lésung in 1 proz. Natriumchloridlésung 
versetzt und nach einer bestimmten Zeit die Reaktion mit 5 ccm 
n/2 H,SO, abgebrochen und der Restgehalt an H,O, titrimetrisch 
bestimmt. 

In einer Reihe von Versuchen wurde zuniichst festgestellt, daB 
die von Euler fir Pferde-Erythrocyten angegebene Erhéhung der Kata- 
lasewirkung durch Erwiirmen bei Kaninchenerythrocyten nicht zu 
finden ist. Huler gibt eine optimale Wirkung bei 57° an. Daher wurden 
Parallelreihen mit und ohne Erwiirmen auf 57° und anschlieBendem 
schnellen Abkiihlen auf Zimmertemperatur angestellt. 





Verbrauch an H,O, 


Natriumoleat- Pu — 
zusatz in der Mischung a. Verbesserung 0a Verbesserung 

pT Blt : Proz. Proz. 

0 6,20 4,20 _ 4.2 — 

1: 500 | 6,40 5,50 +31 3,0 -- 28 

1: 1000 | 6,30 5,50 + 31 3,0 — 28 

1: 2000 6,20 5,30 + 26 3,0 — 28 

1: 4000 6,20 4,70 + 13 — _— 

1: 8000 6,20 4,20 0 — — 

1: 16000 6,20 4,20 0 —_— — 


1. Die Natriumoleatverbesserung differierte in den einzelnen Ver- 
suchen sehr stark. 
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Versuch Nr. 1 2 3 + 5 6 7 8 | 9j);0/;11; 122 


Verbesserung. . . Proz. 44 26 —10 0 100 36 125 30 40/77/30) 5 


2. Ebenso waren starke Unterschiede in den Grenzkonzentrationen 
von Natriumoleat, die noch eine Verbesserung der Katalasewirkung 
herbeifihrten. In Versuch Nr.7 fiihrte ein Natriumoleatzusatz von 
2cem 1: 32000, entsprechend einer Konzentration von 1 : 192000 in 
der Blutkérperchenemulsion und einer Konzentration von 1 : 1152000 
nach Zusatz der H,O,-Lésung noch eine Verbesserung von 12 Proz. 
herbei. Damit werden die Verdiinnungen erreicht, bei denen Jarisch 
noch eine Verbesserung der Resistenz gegen Hypotonie beobachtete. 

3. Das im obigen Versuch beobachtete Verschwinden der Natrium- 
oleatverbesserung durch Erwirmen auf 57° mit nachfolgendem Ab- 
kihlen auf Zimmertemperatur war nicht in allen Fallen nachzuweisen. 
Es ergaben sich folgende Veranderungen gegen den Leerversuch: 





Versuch Nr. | 1 2 3 4 5 eo.) 8 10 
Veranderung durch Na» :) a 
Oleat 1:1000. . . Proz. —5,5 —50 —14 —12 427 0 — 25 0 


Aus den Versuchen ergibt sich, daB die Katalasewirkung § ge- 
waschener Kaninchenerythrocyten durch Zusatz von Natriumoleat 
verbessert wird. Wir erblicken hierin eine Parallele zu den Versuchen 
an gealterter Katalaselésung und sehen, in Ubereinstimmung mit 
Euler, den Mechanismus dieser Verbesserung darin, daB durch Natrium- 
oleat die Dispersitét der Katalasekomplexe erhéht wird. Wir glauben, 
daB durch die vorliegenden Versuche die Anschauung begriindet wird, 
daB die Fettsiuren den Zustand der Blutkérperchenkolloide regulieren, 
ebenso wie nach Bang durch Lecithin die intrazellulire Diastasewirkung 
beeinfluBt wird. 

Zu sehr eigenartigen Betrachtungen muB die Tatsache AnlaB 
geben, daB die Natriumoleatverbesserung nach kurzem Erwiirmen 
auf 57° mit nachfolgendem Abkiihlen auf Zimmertemperatur ver- 
schwindet. Das ist um so merkwiirdiger, als gleichzeitig das Katalase- 
system ohne Natriumoleatzusatz nicht beeinfluBt wird; es kann sich 
demnach nicht um eine Zerstérung der Katalase handeln. Jarisch 
hat gezeigt, daB bei mehrmaligem Erwarmen und Wiederabkihlen 
die Resistenz gegen Hypotonie immer wieder am gleichen Punkte liegt. 
Man kénnte daraus den Schlu8 ziehen, daB die Blutkérperchenkolloide 
durch diese Prozedur nicht geschidigt werden. Durch die vorliegenden 
Versuche wird eine irreversible Reaktion des Katalasekomplexes beim 
Erwairmen auf 57° festgestellt. Da gleichzeitig keine Zerstérung der 
Katalase vorliegt, muB die Annahme gemacht werden, daB hierbei 
eine Fixierung des kolloiden Zustandes erfolgt, mit gleichzeitigem 
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Verlust der Fahigkeit der elastischen Kolloidverinderungen, die durch 
die Versuche von Huler und den Verfasser nachgewiesen wurden. 

Kine kurze Betrachtung erfordert die oben erwihnte Empfindlich- 
keit des Katalasekomplexes gegen Anderungen der Reaktion. Wenn 
man statt einer Olsiureemulsion eine Natriumcarbonatlisung 1 : 1000 
nimmt, so erhilt man eine weitaus stirkere Verbesserung. Auch diese 
Verbesserung ist durch Erwarmen auf 57° mit nachfolgendem Abkihlen 
zu verhindern. 





H,O,-Verbrauch durch Ohne Erwarmen Mit Erwarmen 
Natriumcarbonatfreie Emulsion 1,30 1,30 
Natriumcarbonatfreie Emulsion | 

+ Natriumearbonat ... . | 7,0 0,20 


Da die Natriumcarbonatverbesserung ebenso wie die durch Olsiure 
durch Erwirmen verloren geht, so liegt die Annahme nahe, da auch 
die Natriumcarbonatwirkung eine Wirkung auf die Dispersitat des 
Katalasekomplexes darstellt. 

Es ist damit in ganz genereller Weise ein iiberaus empfindlicher 
und wirkungsvoller Mechanismus aufgedeckt worden, der durch die 
geringsten Verschiebungen von Olsiuregehalt, Reaktion und Temperatur 
weitgehend kontrolliert wird. Es ist damit ein neuer Blick eréffnet 
in die feineren Vorgainge der Zellumsetzungen und Oxydationen. 

Das Leben der Zelle wird, mehr als sich bisher ahnen lieB, vom 
Spiele der Kolloide beherrscht. 


Zusammenfassung. 

1. Olsiure, Triolein und Lecithin fiihren zu einer Verstarkung der 
Katalasewirkung gealterter Serumlésung. 

2. Diese Verbesserung wird auf VergréBerung der Dispersitat der 
Katalasekomplexe zuriickgefiihrt. 

3. Die Katalaseschidigung durch Schwermetallsalze und Biau- 
siiure ist nicht reversibel durch Fette und Lipoide. 

4. Die Katalaseschidigung durch Réntgenstrahlung wird durch 
Fette und Lipoide gehemmt und ist teilweise reversibel durch diese 
Substanzen. 

5. AderlaBlipimie beeinfluBt den Dispersitatszustand der Enzym- 
eiweiBkomplexe. 

6. Die Katalasewirkung gewaschener Kaninchenerythrocyten wird 
durch Zusatz von Natriumoleat verbessert. 
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Studien iiber intermediiren Kohlenhydratumsatz und Insulin. 
(ber die Zwischenzucker in Leber und Muskulatur. YI. 


Von 
Theodor Brugsech und Hans Horsters. 
(Aus der II. medizinischen Klinik der Charité, Berlin.) 


(Eingegangen am 23. Juli 1924.) 


Bereits in unserer ersten Mitteilung') haben wir gezeigt, daB unter 
der Wirkung des Insulins sich in Muskulatur und Leber der Versuchstiere 
Zucker aufspeichern, die nicht die Natur des Glykogens haben und die 
wir ohne jede Priajudikation als Zwischenzucker bezeichnet haben. 
Es ist die Aufgabe dieser Arbeit, eine Aussage tiber die Natur dieser 
Zwischenzucker zu machen. Wir wissen durch Embden, daB in der 
Muskulatur ein phosphoryliertes Kohlenhydrat existiert, dessen Natur 
mit der Hexosediphosphorsiiure identisch ist (Embden), es lag also 
die Frage ganz besonders nahe, ob die unter Insulin aufgespeicherten 
Zwischenzucker nur den Charakter der Hexosediphosphorsaiure tragen, 
oder ob auch noch héhere Kohlenhydratkomplexe zum Glykogen hin 
eine Rolle spielen, vor allem, ob auch die Leber die Bildung einer Hexose- 
diphosphorsiure vollzieht. Ist unseres Wissens auch bisher die Hexose- 
diphosphorsiure als Intermediirprodukt in der Leber noch nicht 
einwandfrei nachgewiesen, so war sie uns allerdings durch unsere Beob- 
achtungen am intermediiiren Kohlenhydratumsatz der Leber schon 
sehr bald wahrscheinlich erschienen, auch spricht die Annahme des 
Glykogens als Kohlenhydrat-phosphorsiure-ester nach Samec sehr zu- 
gunsten der Vermutung, daB das Zwischenprodukt zwischen einfachem 
Monosaccharid bzw. Milchsiure und Glykogen eine Hexosephosphor- 
siure ist. 

Methodik. 

Die von uns eingeschlagene Methodik war folgende: Die Versuchstiere 
(Kaninchen) wurden, nachdem sie vorher teils normaler Ernahrung, teils 
einer starken Kohlenhydratspeicherung (per os oder subkutan) gleichzeitig 


') Theodor Brugsch, A. Benatt, Hans Horsters und R. Katz, diese 
Zeitschr. 147, H. 1/2. 
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mit der Insulinisierung unterworfen worden waren, durch Carotisschnitt 
entblutet. Die Organe — warm entnommen — wurden mit wenig Seesand 
fein zerrieben, mit physiologischer Kochsalzlésung oder Ringerlésung durch 
knetet, durch Mull filtriert und abgepreBt, der Saft sofort in Eiswasse1 
gestellt und der Brei im Mull mit der Presse ausgepreBt. Die PreBsiifte 
wurden mit der Kochsalz- bzw. Ringerlésung auf ein rundes Volumen im 
Verhaltnis zum Organgewicht aufgefiillt. Die PreBsifte wurden nach 
Fallung durch Sublimat-Salzsaiure (Schenk) oder durch Alkohol (1: 5 bis 10) 
enteiweiBt, wobei im letzteren Falle der Alkohol vorsichtig abgedampft 
wurde. Auf EiweiSfreiheit der Filtrate wurde durch Sulfosalicylsiure 
Biuretreaktion bzw. Ninhydrinreaktion geachtet. Die Filtrate wurden 
sodann quantitativ auf Zucker untersucht durch Reduktion (Folin-Wu) und 
Polarisation (im 1-dem-Rohr). Ferner wurde die anorganische Phosphor- 
siiure (nach Embden) bestimmt und die Milchsiiure nach dem Verfahren von 
Hirsch und Kaufmann. (Uber Einzelheiten siehe unsere Mitteilungen I, II 
und V in dieser Zeitschr.) Ein aliquoter Teil des eiweiBfreien Filtrats wurde 
alsdann einer 1 %stiindigen Hydrolyse in 1 proz. HCl] unterworfen und das 
neutralisierte Hydrolysat erneut auf Reduktionswert, Polarisationswert 
(im 1-dem-Robr), den Wert der anorganischen H,PO, und der Milch- 
siure untersucht. 


Versuche an normal genihrten Tieren. 
Versuch C. Protokoll Nr. 18. Journ. II. 

Dunkelgraues Kaninchen von 2700g. Trdchtiges Muttertier, voll 
ernahrt. Das ‘lier ist ausnehmend gut geniahrt, Zuckerwert des Blutes 
normal. Im Uterus sieben Féten. 

Aus der Leber wurden, auf 100 g Organ berechnet, 200 ccm Organsaft 
+ Kochsalzlésung gewonnen, desgleichen auf 100g Muskulatur 200 ccm, 
so daB 2ccem des Filtrats = 1 g Organ entsprechen. 

Der Lebersaft dreht: 


ee oe 

nach ,, - in tah i +. ff ea 
Der Muskelsaft dreht: 

wor der Hyd@roiyse.........4++.-+-+06F 

nach ,, és VS ne ae el 


Bei der Bestimmung des Zuckers nach Folin-Wu, wobei die erhaltenen 
Werte auf Glykose berechnet werden, ergibt die Zuckerbestimmung: 
im Lebersaft: 
wore Ger Hydrolyse ......... « « O86 Prog. 


nach ,, oa woe ee, la 
im Muskelsaft: 

vor der Hydrolyse........ .. ~ 0,205 Proz. 

nach ,, - a 0,164 ,, 
Die Phosphorséurebestimmung ergibt im Lebersaft: 

vor der Hydrolyse .. . . . . 55,4mg-Proz. H,PO, 

nach ,, a bce ore PA a H,PO, 
Die Phosphorsiurebestimmung ergibt im Muskelsaft: 

vor der Hydrolyse . . . . . 76,0 mg-Proz. H,;PO, 

nach ,, si : kos a H,P0O, 
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Die Milchséiurebestimmung ergibt im Lebersaft: 


vor der Hydrolyse . . . . . 16mg-Proz. Milchsiure 
nach ,, i ee at. on ad = 
Die Milchséiurebestimmung ergibt im Muskel: 
vor der Hydrolyse . . . . . 56mg-Proz. Milchsiéiure 
nach ,, ms oe Sa ee ” a 
Glykogengehalt der Leber = 1,92 Proz. 
a ». Muskulatur = 0,52 ,, 


Diskussion der Ergebnisse. 


Berechnet man die Ergebnisse auf 100 g (2cem Saft = 1 g Organ ent- 
sprechend) so ergibt sich: 
100g Leber enthalten 1,92 g Glykogen 
vor der Hydrolyse: 
2 x 0,304 = 0,608 g Zucker, polarimetrisch auf Traubenzucker 
berechnet 
2 x 0,34 = 0,68 g Zucker, nach dem Reduktionswert auf Trauben- 
zucker berechnet 
0,032 g Milchsiure 
0,110 g anorganische H,PO, 
nach der Hydrolyse: 
2 x 0,228 = 0,456g Zucker, polarimetrisch auf Traubenzucker 
berechnet 
2 x 0,37 = 0,74 g Zucker, nach dem Reduktionswert auf Trauben- 
zucker berechnet 
0,110 g anorganische H,PO, 
0,060 g Milchsiiure 
Da sich der anorganische H,P0O,-Wert nicht geandert hat, so ist 
die Ausspaltung eines Zuckers aus einem phosphorylierten Kohlenhydrat 
durch Hydrolysierung in der Leber hier nicht anzunehmen; ferner 
reicht die GréBe des Glykogengehaltes der Leber hin, um den Zucker- 
gehalt des Lebersaftes ohne weiteres zu erkliren. Da®B der Zucker- 
gehalt des Lebersaftes zum mindesten in der Hauptsache Trauben- 
zucker ist, dafiir spricht die leidliche Ubereinstimmung von Polari- 
sationswert und Reduktionswert; daB aber neben dem Traubenzucker 
noch andere Zucker hier eine Rolle spielen miissen, dafiir spricht 
erstens, daB der Polarisationswert sich nicht véllig mit dem Reduktions- 
wert deckt, zweitens, daB nach der Hydrolysierung der Polarisations- 
wert abnimmt und der Reduktionswert zunimmt. Da ein phospho- 
ryliertes Kohlenhydrat hier nicht in Frage kommen kann (der an- 
organische Phosphorsiurewert iindert sich nicht), so ist nur die An- 
nahme mdéglich, daB wir hier in dem Leberzucker auch linksdrehende, 
veresterte Kohlenhydrate zu suchen haben, mit anderen Worten, daB 
hier héhere Zucker (Di- und Polysaccharide) zu suchen sind, die bei 
der Aufspaltung neben rechtsdrehendem Zucker auch linksdrehenden 
Zucker ergeben. 
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Bei der Berechnung der Werte auf 100q Muskulatur ergibt sich: 
Glykogengehalt in 100g Muskulatur = 0,52 ¢ 
vor der Hydrolyse: 
2 x 0,114 = 0,228 g Zucker, polarimetrisch auf Traubenzucker 
berechnet, 
2x 0,2. = 0,4g Zucker nach dem Reduktionswert auf Trauben- 
zucker berechnet, 
2 x 0,076 = 0,152 g anorganische H,PO,, 
2 x 0,056 = 0,112 g Milchsiure, 
nach der Hydrolyse: 
2 x 0,02 = 0,042 Zucker, polarimetrisch auf Fruchtzucker 
berechnet, 
2 x 0,164 = 0,328¢ Zucker, nach dem Reduktionswert auf 
Traubenzucker berechnet, 
2 x 0,084 = 0,168 g anorganische H,;PO,, 
2 x 0,088 = 0,176 g Milchsiure. 

Der Glykogengehalt der Muskulatur ist gréBer als dem Zucker- 
gehalt des Muskelsaftes entspricht. Der Zucker des Muskelsaftes ist 
sicher nicht nur Glucose, da unaufgespalten der Reduktionswert er- 
heblich gréBer ist als der Polarisationswert. Zum Teil — wenn auch 
zu einem sehr geringen — ist der Zucker ein phosphoryliertes Kohlen- 
hydrat, da durch Hydrolysierung ein Zuwachs an 16 mg anorganischer 
Phosphorsiure entstanden ist. Zu einem — und zwar nicht unerheb- 
lichen — Teile muB der Zucker ein linksdrehendes Monosaccharid nach 
der Aufspaltung sein, da der Rechts-Polarisationswert vor der Auf- 
; spaltung in einen Links-Wert nach der Aufspaltung iibergeht. Dab 
es sich um d-Fructose handelt, ist naheliegend. Die Werte, die sich 
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fiir d-Fructose ergeben, selbst wenn nur der Wert der Polarisation 
j auf d-Fructose berechnet wurde, sind gréBer, als einer Hexose-di- 

nt phosphorséure (berechnet auf den Zuwachs an anorganischer H,PO, 

nach der Aufspaltung) entsprechen wiirde, so daB man sagen kann: : 

a der Muskelsaft enthalt Zwischenzucker, die zu einem kleinen Teile 

ij Hexosephosphorsiiure bzw. Hexosediphosphorsiiure darstellen, zum 

be gréBeren Teile aber Di- bzw. Polysaccharide darstellen, deren Auf- 
My spaltung linksdrehende Zucker ergibt. Da Glykogen bei der Auf- 

nh 4 spaltung rechtsdrehenden Zucker ergibt, so ist es naheliegend anzunehmen. 

re dag es sich um Zwischenzucker zwischen der Hexosediphosphorsdiur: 

if 4 (die als solche bereits von Embden im Muskelsafte nachgewiesen worden 

ch ist) und dem Glykogen handelt. 
| i Versuch E. Protokoll Nr. 29. Journ. IT. 

: aa Normales Kaninchen. Gewicht 2050 g. Blutzucker 0,097 Proz. 

ed Reichlich ernahrt (Griinfutter und Kiichenabfille). Getétet durch Ver- 
i bluten aus den Carotiden. 

Reg Leber und Muskelsaft werden ausgepreBt, nachdem die Organe zuvor 

1 mit physiologischer Kochsalzlésung verrieben worden waren. 100g Saft 

ok entsprechen 50g Organ. / 
f . 

















ich: 


2enN - 


eker 


auf 


ker- 
. ist 

er- 
uch 
len- 
sher 
1eb- 
ach 
Auf- 
Dali 
sich 
tion 
»-<«li- 
PO, 
nn : 
‘eile 
zum 
Auf- 
Auf- 
nen. 
ure 
rden 


-roz. 


Ver- 


uvor 
Saft 





Intermediarer Kohienhydratumsatz und Insulin. VI. 20 


Lebersaft (auf 100 cem). 
Polarisationswert : 
vor der Hydrolyse .......... . + 0,06° 
nach ,, a i <o - e+e * 2 + oe oe eee 
Reduktionswert (berechnet auf Glucose): 


vor der Hydrolyse . . 0,06 Proz. 


nach ,, - i ec ae ok err a 
Anorganische H,PO,: 

vor der Hydrolyse......... . . Spuren 

nach ,, - de se ae dl oh a wg I 
Milchsaure : 

vor der Hydrolyse . . 0,018 Proz. 


nach ,, “ ase ee Se ee lhLULUlUllU 
Glykogengehalt der Leber = 0,95 Proz. 
Muskelsajft (auf 100 cem). 
Polarisationswert: 
vor der Hydrolyse ........... + 90,05° 
nach ,, ~ {ees = bet as eS 2 eee 
Reduktionswert (berechnet auf Glucose): 
vor der Hydrolyse . Teauene ..... * 
nach ,, - ijk ee lee eee Se = 
Anorganische H,PO,: 


vor der Hydrolyse . 0,003 Proz. 


nach ,, * eaters. S20) aie 4 Se 
Milchsaure : 
vor der Hydrolyse . . 0,027 Proz. 


nach ,, mn ee eee a 
Glykogengehalt der Muskulatur = 0,52 Proz. 


Diskussion der Resultate. 

Der Glykogengehalt der Leber und der Muskulatur ist weit gréBer 
als der Zuckergehalt der Siafte. Sowohl fiir Leber wie fiir die Muskulatur 
ist ein phosphoryliertes Kohlenhydrat anzunehmen, das durch Auf- 
spalten mit Salzsiure in anorganische H,PO, und Monosaccharid auf- 
gespalten wird. Fiir 100g Leber berechnet, finden wir 0,026 g anorga- 
nische H,PQO,, die als Hexosediphosphorsiure rund 0,024g Hexose 
binden kann und fiir 100 g Muskulatur 0,034 g, die als Hexosediphosphor- 
siure rund 0,031 g Hexose binden kann. Der Zucker in der Leber wie 
in der Muskulatur dreht vor der Hydrolyse rechts, aber der Reduktions- 
wert und der Polarisationswert vor der Hydrolyse decken sich nicht. 

Fiir 100g Leber, auf Glucose berechnet: 

vor der Hydrolyse: 
Sl EE ee ee es 
I od es) ee ee ce vee RE 
nach der Hydrolyse: 











polarimetrisch (auf Fructose berechnet) . 
Reduktionswert 


. 0,05 
. 0,10 
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Fiir 100 g Muskulatur, auf Glucose berechnet: 
vor der Hydrolyse: 
OS Se ee ee ee. 
Reduktionswert ........4+4.-.. 0,668 
nach der Hydrolyse: 

polarimetrisch (auf Fructose berechnet) . . 0,036 

«vy 6s 0 ee ew se Oe 
Nach der Hydrolyse ist allenthalben linksdrehender Zucker vor- 
handen. Daraus ist der SchluB zu ziehen erlaubt, daB sowohl in der 
Muskulatur wie in der Leber in diesem Falle Zwischenzucker vorhanden 
sind, die zum Teil phosphoryliert und mit aller Wahrscheinlichkeit 
an einen linksdrehenden Zucker gebunden sind. Es ist damit auch in 
der Leber eine Hexosediphosphorsiure wie im Muskel als Zwischenzucker 
anzunehmen. Neben diesem phosphorylierten Kohlenhydrat sind aber 
sowohl in der Leber wie in der Muskulatur noch aufspaltbare, nicht 
phosphorylierte Kohlenhydratkomplexe (Di-, Polysaccharide), die 
rechts drehen und nach der Aufspaltung linksdrehenden Zucker ergeben. 
OF Diese Beobachtung gibt einen Hinweis dafiir, daB der Aufbau zum Glykogen 
hier iiber die Hexosediphosphorstiure mit der d-Fructose und dariiber 
hinaus iiber Polysaccharide fiihrt, die aus linksdrehenden Zuckern zu- 


sammengesetzt sind. 


~ enone 





Versuche an insulinisierten Tieren. 
Versuch D. Protokoll Nr. 27. Journ. II. 








i. 

i. Graubraunes Kaninchen. Gewicht 1900 g. 

&, Das gut genihrte Tier (Griinfutter, Kiichenabfille) wird mit Insulin : 
H bei voller Ernahrung behandelt 
b am |. Tage: Blutzucker 0,109 Proz. 4 Einheiten Insulin intravends, 

; } ee pee 4 Einheiten Insulin intravends, : 
HY 4 yo See 10 Einheiten Insulin intravendés, ; 
a ae Ee 8h30’' Blutzucker 0,118 Proz., 20 Einheiten Insulin : 
a2 intravenés, 
tal 8 40 intravenése Injektion von 40cem 20proz 
12 i Glucoselésung, : 
ey 9 30 + Bhutzucker 0,175 Proz., : 
i | 110 20 Einheiten Insulin intravenés, 
i 4 12 0 Tod durch Entbluten aus den Carotiden. 

4 Die Leber wie die Muskeln werden noch lebenswarm mit physio- ! 
: logischer Kochsalzlésung verrieben und ausgepreBt. Auf 50g Organ 


werden 100 cem Saft + Kochsalzlésung gewonnen. 


if a: 

; Lebersaft (auf 100 ccm). 

ea! Polarisationswert : : 
he i vor der Hydrolyse. ....... . + 0,02° 
Ry nach ,, o ae oe Bo — 0,049 
1% i Reduktionswert (berechnet auf Glucose): 

if: vor der Hydrolyse......... 0,18° 

Le nach ,, 1 eet a ae a eo 0,16° 
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Anorganische H,PO,: 


vor der Hydrolyse. .... . . . . 0,008 Proz. 

nach ,, - eo @ ew. oe ae 
Milchsaure : 

vor der Hydrolyse. . ... . . . . 0,022 Proz. 

nach ,, ‘ ; "5. ee ee 


Glykogengehalt der Leber = 7,52 Proz. 
100 cem Muskelsa/ft ergaben einen 


Polarisationswert : 
vor der Hydrolyse. ....... . + 0,03° 
nach ,, a rr te eee !|le 
Reduktionswert (auf Glucose berechnet): 
vor der Hydrolyse......... 0,19° 
nach ,, - ck e+ ow @'6 0,38° 
Anorganische H,P0O,: 
vor der Hydrolyse. ...... . . 0,015 Proz. 
nach ,, as , te oh Se ee oe 
Milchsaéure : 
vor der Hydrolyse. ..... . . . 0,042 Proz. 
nach ,, . 0,042 ,, 


Glyvkogengehalt der Muskulatur = 0,7 Proz. 


Diskussion der Resultate. 


Leber und Muskulatur sind stark mit Glykogen angereichert. Gegen- 
iiber dem Glykogengehalt der Leber tritt der Zuckergehalt der Leber 
stark in den Hintergrund. Vergleicht man indessen den Zuckergehalt 
des Muskelsaftes (berechnet auf 100 g Muskulatur) nach der Hydrolyse 
mit dem Glykogengehalt der Muskulatur, so steht der Wert von 0,76 
iiber dem auf Dextrose berechneten Wert von 0,7 des Glykogens; das 
will besagen, dap unter dem EinfluB des Insulins eine starke Anreicherung 
der Muskulatur mit Zwischenzucker stattgefunden hat. 

Uber die Natur der Zwischenzucker laBt sich folgendes sagen: 
Nach der Hydrolysierung sind in der Leber (fiir 100 g) 20 mg anorga- 
nische H,PQO,, in der Muskulatur (fir 100g) 12mg anorganische 
H,PO, frei geworden. Es ist also fiir die Leber sowohl wie fir die 
Muskulatur ein phosphoryliertes Kohlenhydrat (Hexosediphosphor- 
siure) anzunehmen. Daneben aber sind die nach der Aufspaltung 
auftretenden Zuckerwerte, sowohl in der Leber wie in der Muskulatur, 
berechnet fiir d-Fructose aus der Linksdrehung des Polarisations- 
wertes gréBer, als etwa dem Anteil der d-Fructose am phosphorylierten 
Kohlenhydrat entspricht. Da der Polarisationswert vor der Hydrolyse 
in Leber wie Muskulatur ein Rechts-Wert ist, nach der Hydrolyse 
aber in beiden Organsiiften ein Links-Wert, da ferner der Reduktions- 
wert sowohl fiir Leber wie Muskulatur ein gréBerer ist, als dem Polari- 
sationswert sowohl vor wie nach der Hydrolyse entspricht, so ist auch 
hier die Annahme zu machen, daB in den Zwischenzuckern Komplexe 
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nicht phosphorylierter Zucker zu suchen sind, die nach der Aufspaltung 
linksdrehende Zucker (neben rechtsdrehendem Zucker) ergaben. Das 
Insulin bewirkt also hinsichtlich der Natur der Zwischenzucker kein 
Novum, wohl aber besonders an der Muskulatur insofern eine Steigerung 
des physiologischen Geschehens, als die Menge der Zwischenzucker 
gestiegen ist. Diese letztere Erfahrung ist eine Bestitigung der in 
unserer ersten Mitteilung festgelegten Tatsache, daB unter dem Einflub 
des Insulins die Menge der Zwischenzucker in Leber und Muskulatur 
zunimmt. 
Versuch A. Protokoll Nr. 182. Journ. L. 
WeiBschwarzes Kaninchen von 3025 g, das 48 Stunden gehungert hat. 
1. Hungertag: 
9430’ Blutzucker 0,090 Proz., 
10 0 60 cem 20proz. Glucoselésung intravendés, 
20 Blutzucker 0,198 Proz. 
2. Hungertag: 
8h30' Blutzucker 0,09 Proz., . 
8 45 60ccm 20proz. Glucoselésung intravenés, 
| 2 00 Bilutzucker 0,240 Proz. 
; 3. Hungertag: 
8430’ Blutzucker 0,115 Proz., 
8 45 60ccem 20proz. Glucoselésung intravenés + 20 Einheiten 
Insulin, 
8 50 Blutzucker mehr als 0,385 Proz., 
» »» 9,385 ,, 
20 Einheiten Insulin intravenés, 
10 45 Blutzucker 0,170 Proz., 
11 05 o» 0,152 __,, 
11 20 “ 0,105 ,, 
20 Einheiten Insulin intravenés, 
11 50 + Bhlutzucker 0,104 Proz., 
12 15 = 0,057 ,, 
12 15 Tod durch Entbluten aus den Carotiden. 

Die Methodik, die bei diesem Versuch durchgefiihrt wurde, weicht 
insofern ab von der eingangs unserer Arbeit beschriebenen Methodik, 
als hier die fein verriebenen Organe (Leber und Muskulatur) nicht 
. ausgepreBt wurden, sondern lediglich mit einer Ringerlésung (ohne 
hi Glucosezusatz) aufgeschwemmt wurden, und zwar auf 10g des Organs 
4 ad 100. Die EnteiweiBung geschah durch absoluten Alkohol im Ver- 
4 haltnis von 1 der Organaufschwemmung zu 4 absoluten Alkohols. 
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Anorganische H,PO, in 10g Organ: 
vor der Hydrolyse. ...... . . 0,007 Proz. 
nach ,, - “rir eet ao 
Glykogengehalt in 10g Leber = 0,038 g. 


Muskulatur. 
Polarisationswert fiir 2,5 g Organ zu 100 cem Lésung im 1l-dem-Rohr: 
vor der Hydrolyse ......... +. + 0,08 
nach ,, - feta’ ak Se 
Reduktionswert fiir 10g Organ (berechnet auf Glucose): 
vor der Hydrolyse. ...... . . 0,154 Proz. 
nach ,, ‘ ee eae 
Anorganische H,PO, in 10g Organ: 
vor der Hydrolyse .....- . . ~ 0,013 Proz. 
nach ,, - so « + SB ine 


Glykogen in 10g Muskulatur = 0,160 g. 


Diskussion der Resvultate. 

Der Glykogengehalt der Leber dieses insulinisierten Hungertieres 
ist so gering, daB die hohen Zuckerausschiittungswerte sich nur aus 
Zwischenzuckern ableiten kénnen. Ahnliches diirfte auch — besonders 
im Einklang mit unseren friiheren Erfahrungen (vgl. unsere erste Mit- 
teilung) — fiir die Muskulatur gelten. 

Phosphorylierte Kohlenhydrate sind fiir Leber und Muskulatur 
anzunehmen in Hinsicht auf die Zunahme der anorganischen H,PO, 
nach Hydrolysierung. Der Polarisationswert des Zuckers ist fiir Leber 
und Muskulatur ein Rechtswert, der nach Aufspaltung der Zucker 
bei der Leber ein Linkswert wird und bei der Muskulatur auf den Null- 
wert geht. Es miissen also nach Aufspaltung der Zwischenzucker 
linksdrehende Zucker (neben rechtsdrehenden) aufgetreten sein, und 
zwar iiber den Wert einer d-Fructose in der Hexosediphosphorsiure. 

Hinsichtlich des Mechanismus der Insulinwirkung am wichtigsten 
erscheint aus diesem Versuch die Beobachtung, dag bei dem mit Glucose 
und Insulin gespeicherten Hungertiere die Glucose nicht als Glykogen 
in der Leber wieder erscheint, sondern als Zwischenzucker, der aus einem 
Komplex linksdrehenden Zuckers besteht und zum Teil phosphoryliert 
ist. Abhnlich liegen die Verhaltnisse auch fiir die Muskulatur. 


Versuch B. Protokoll Nr. 204. Journ. I. 
Kaninchen, schwarz. Gewicht 2130 g. 48stiindiger Hunger mit Insulini- 
sierung als Vorbehandlung. 
l. Tag. 
10630’ Blutzucker 0,085 Proz. 
10 45 60cem 20proz. Glucoselésung intravenés. 
10 50 4 Einheiten Insulin. 
1i 20 Blutzucker 0,110 Proz. 
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2. Tag (Hungertag). 
8h45’' Blutzucker 0,089 Proz. 
10 20 80ccem 20proz. Glucoselésung intravendés. 
10 30 +8 Einheiten Insulin. 
2 15  Bhlutzucker 0,104 Proz. 
2 30 60ccem 20proz. Glucoselésung intravendés. 
3. Tag (Hungertag). 
9610’ Blutzucker 0,111 Proz. 
10 00 =60cem 20proz. Glucoselésung intravenés. 
10 15 8 Einheiten Insulin. 
12 00 60cem 20proz. Glucoselésung intravenés. 
12 10 Bhlutzucker 0,224 Proz. 
4. Tag (Hungertag). 
9bh20’ Blutzucker 0,100 Proz. 
9 40 40ccm Glucoselésung (20proz.) intravendés. 
10 05 20 Einheiten Insulin. 
10 10 ~=Blutzucker 0,125 Proz. 
11 30 20 Einheiten Insulin. 
12 20 Bhlutzucker 0,145 Proz. 
1 00 Tier durch Entbluten aus den Carotiden getétet. 

Die Methodik dieses Versuchs schlieBt sich eng an die in unserer 
ersten, dritten und fiinften Mitteilung geiibte Methode des Durch- 
liftungsversuchs der Organe in Ringerlésung an mit der Besonderheit. 
daB die freien Zucker in der Ringer-Organsuspension vor und nach 
Hydrolysierung in | proz. HCl untersucht wurden. 

Zur Untersuchung gelangten Leber, Muskulatur, Herz und Blut. 
wobei 10 g Organ (bzw. Blut) zu 100 mit Ringer unter Emulsionierung 
suspendiert wurden und bei 37°C im Wasserbade die Durchliiftung 
stattfand. Die Zuckerwerte (polarimetrisch und nach der Reduktion) 
wurden jeweils vor und nach der Hydrolysierung festgestellt, desgleichen 
die anorganische H,PQO,, ferner Milchsiure und Fettsiuren. Ent- 
eiweiBung geschah durch absoluten Alkohol im Verhaltnis von 1 Ringer- 
suspension zu 4 Alkohol. Ferner wurde das Glykogen in den Organen 
festgestellt. 

Leber (10: 100 Ringer). 

Polarisationswert fiir 100 der Lésung (= 10g Organ): 

vor der Luftdurchleitung: 


ohne Hydrolyse ...... + 0,2° 

nach - cba sa. «ia ee 
nach der Luftdurchleitung: 

ohne Hydrolyse ...... ? 

nach “ - +6 


Reduktionswert fiir 100 der Lésung (= 10g Organ): 
vor der Luftdurchleitung: 
ohne Hydrolyse ... . . . 0,127 Proz. 
nach es és eet eR" a 
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nach der Luftdurchleitung: 
ohne Hydrolyse 
nach i 

Anorganische H,PO: 

vor der Luftdurchleitung: 
ohne Hydrolyse 
nach Pad ; 

nach der Luftdurchleitung: 
ohne Hydrolyse 


nach a 
Milchsdure : 
vor der Luftdurchleitung . 
nach ,, % 
Buttersdure : 
vor der Luftdurchleitung . 
Stearinsdure : 


vor der Luftdurchleitung: 
vor der Hydrolyse . 
nach ,, ”» 
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. 0,036 Proz. 
. 0,050 


. 0,006 Proz. 
, Se « 


. 0,007 Proz. 
O88 -« 


9 mg 
0 « 


7 mg 


200 


Glykogengehalt in 10g Leber = 0,052 g. 
Muskulatur (10: 100 Ringer), berechnet fiir 10 g Muskulatur. 


Polarisationswert: 
vor der Luftdurchleitung: 
vor Hydrolyse . 
nach ,, bm 
nach der Luftdurchleitung: 
vor Hydrolyse . 
nach ,, . a 


Reduktionswert, berechnet auf Glucose: 


vor der Luftdurchleitung: , 
vor Hydrolyse . 
nach ,, as 

nach der Lujtdurchleitung: 
vor Hydrolyse.. 
nach _,, . 

Anorganische H,PO,: 

vor der Luftdurchleitung: 
ohne Hydrolyse 
nach ,, 

nach der Luftdurchleitung: 
ohne Hydrolyse 
nach » 

Milchsdure: 

vor Luftdurchleitung: 
ohne Hydrolyse 
nach ” 


Buttersdure vor Luftdurchleitung: 
ohne Hydrolyse 
nach ” 


+ 0,2° 
— 0,1° 


+ 0,159 
— 0,15° 


. 0,1 Proz. 


0,05 ,, 


. 0,15 Proz. 


GIS  o 


. 0,009 Proz. 


0,012 


Lad 


. 0,017 Proz 


0,019 


’? 


24 mg 
34 ” 


4 my 
4 ” 
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Stearinsdure vor Luftdurchleitung: 
ohne Hydrolyse ..... . 22mg 
nach ss “os <a ae 
Glykogen in 10g Muskulatur = 0,035 g. 
Herzmuskel (10: 100 Ringer) berechnet auf 10 g. 
Polarisationswert : 
vor Luftdurchleituna: 


ohne Hydrolyse ...... +90,1° 
nach - én, = 
nach Luftdurchleitung: 
ohne Hydrolyse ..... . + 0,25° 
nach = onan a Sag 
Reduktionswert, berechnet auf Glucose: . 
vor Luftdurchleitung: 
ohne Hydrolyse .... . . 0,2° 
nach = See a 
nach Luftdurchleitung: 
ohne Hydrolyse .... . . 0,06° 
nach vl ; & 4. aia 
Anorganische H,PO,: 
vor Luftdurchleitung: 
ohne Hydrolyse . ... . . 0,002 Proz. 
nach = wea. Bee | 
nach Luftdurchleitung: i 
ohne Hydrolyse ... . . . 0,002 Proz. : 
nach 0,003 sg, 





Blut (10: 100) berechnet auf 100 ccm Zucker. 
Reduktionswert, berechnet auf Glucose: 
vor Luftdurchleitung: 








He ; ohne Hydrolyse ... . . . 0,072 Proz. 

i i nach ™ eae. oe 

ey nach Luftdurchleitung: : 
ae ohne Hydrolyse ... . . . 0,108 Proz. ; 
tea nach - =a ere. ta 
i Anorganische H,PO,: 
ite vor Luftdurchleitung: 
ti | ohne Hydrolyse .... . . 0,002 Proz. 
iH nach _ ia 6 ~ 6) ee, ae 
q if nach Luftdurchleitung: 
if | ohne Hydrolyse ... . . . 0,004 Proz. : 
1h i nach i a Seas: eee. ee ; 
‘oe: Milchsdure: 

i vor Luftdurchleitung. . . . . . . 0,040 Proz. 

Hot nach te Kec ¢ ew 

it 
N 7 Diskussion der Resultate. | 
Ae Der Glykogengehalt der Leber ist niedriger als der ausgeschiittete ff 

ty freie Zwischenzucker. Dieser besteht zum Teil aus einem phospho- 
ify rylierten Kohlenhydrat, dreht vor der Spaltung rechts und enthal' 
a nach der Spaltung linksdrehenden Zucker. Bemerkenswert ist dir 
ihe Tatsache, daB nach der Durchliiftung der Zuckerwert im allgemeinen 
' 
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stark abnimmt, ob der linksdrehende Zucker starker abnimmt, ist 
nicht feststellbar. 

Ahnlich wie fiir die Leber liegen auch die Verhiltnisse fiir die 
Muskulatur, deren freier Zwischenzucker, ausgeschiittet in die Ringer- 
lésung, gréBer ist als der Glykogengehalt. Der Zwischenzucker dreht 
ungespalten rechts, gespalten links, ist zum Teil phosphoryliert. Unter 
der Durchliiftung andert sich der Zuckerwert bei der Muskulatur kaum. 
Erwahnenswert ist nach der AufschlieBung durch Salzsiiure noch die 
Vermehrung der Stearinsiure, was wohl auf die Spaltung des Fettes 
zuriickzufiihren ist. 

SchlieBlich seien noch die Blutuntersuchungen besprochen: Der 
Blutzuckerwert nimmt auf Durchliftung etwas zu, nach der Hydrolyse 
wieder ab. Die allerdings geringe Zunahme des anorganischen Phosphor- 
siiturewertes liBt an die Méglichkeit denken, daB auch im Blute der 
Zucker ein phosphoryliertes Kohlenhydrat ist. Die Versuche bediirfen 
einer erneuten Bearbeitung. 

Zusammenfassung, 

Wir hatten in unseren friiheren Mitteilungen nachgewiesen, dab 
unter dem Einflu8 des Insulins Leber und Muskulatur den Zucker 
(Glucose) durch einen oxydativ-synthetischen ProzeB, der iber phospho- 
ryliertes Kohlenhydrat geht, in Zwischenzucker zum Glykogen hin 
verwandelt. Diese besonders in der Muskulatur, aber auch in der Leber 
bei reichlicher Insulinisierung und Glucosespeicherung des Tieres auf- 
findbaren Zwischenzucker bestehen zu einem kleinen Teile aus phospho- 
ryliertem Kohlenhydrat (Hexosediphosphorsiure, wie sie physiolo- 
gischerweise schon in der Muskulatur von Embden aufgefunden wurde), 
zu einem gréBeren Teile aus Polysacchariden, die nach Aufspaltung 
linksdrehende Zucker (neben rechtsdrehenden) ergeben. Der Vorgang 
der Bildung von Zwischenzuckern in Leber und Muskulatur weicht 
bei der Insulinisierung und Glucosespeicherung nur quantitativ von 
der Norm ab. Es ist also der Vorgang der Zuckersynthese aus der 
Glucose folgendermaBen zu denken: 





Glucose 
‘ 
Milchséure — CO, 
' Aktivierung 
ge ekoppelte { d- ee ee dunch 
sation | { 4¢-Pruktoss Insulin 
Ro veien von ; + + Phosphorsiure . 
Glucose 
‘ 
Glykogen 


Es wird unsere weitere Aufgabe sein, die Zucker nach ihrer Auf- 
spaltung zu identifizieren. 
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Experimentelle Untersuchungen zur dynamischen Wirkung 


der Ionen auf Wachstumsvorginge bei vitaminreicher Ernihrung. 


Von 


Ryotaro Tsukamoto (Mieken, Japan). 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 25. Juli 1924.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Meine vorliegende Studie kniipft an die bekannten Beobachtungen 
von Jacques Loeb(1) und anderen tiber die parthenogenetische Ent- 
wicklung der Eier niederer Tiere durch die Einwirkung bestimmter 
Ionen, wie an die Beobachtungen aus dem hiesigen Laboratorium 
von Yamasaki (2) und Hirabayashi (3) tiber den férdernden Einflu8 
der Zellsalze auf die Entwicklung von Spermatozoen und Eiern bei 
weiBen Miusen an. Bei den Versuchen der beiden letzten Autoren 
war die Versuchsanordnung derart, daB die Tiere mit einem zellsalz- 
armen Nahrungsgemisch oder mit einem Nahrungsgemisch gefiittert 
wurden, dem einzelne Zellsalze weitgehend fehlten, das aber in jedem 
Falle Kochsalz und alle Vitaminfaktoren in so reicher Menge enthielt, 
daB Erscheinungen einer Hypovitaminose unméglich auftreten konnten. 

Bekanntlich sind alle Beobachtungen, die tiber die Wirkung einer 
salzfreien oder salzarmen Kost auf die Entwicklung von Tieren aus 
der Zeit vor der Entdeckung der Vitamine vorliegen, unbrauchbar, 
weil bei diesen Arbeiten der Vitaminfaktor nicht beriicksichtigt wurde. 
Nun ist es gewiB technisch leicht, ein Nahrungsgemisch praktisch 
salzfrei und vitaminfrei herzustellen, man kann auch leicht ein Nahrungs- 
gemisch anfertigen, das vitaminfrei und salzhaltig ist ; aber ein Nahrungs- 
gemisch zu machen, das salzfrei und dabei vitaminreich ist, erscheint 
vorlaufig fast als eine Unméglichkeit. Denn die Vitamine sind zum 
groBen Teile in Substanzgemischen enthalten, die gleichzeitig auch 
Salze beherbergen, und die mit der Entsalzung auch ihre Vitamine 
verlieren wiirden. Man muB8 sich daher damit begniigen, ein Nahrungs- 
gemisch zu gewinnen, das ein Minimum an Salzen oder bestimmten 
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Salzen enthilt, aber geniigend Vitamine besitzt, und das auBerdem 
kalorisch geniigend ist und auch hinsichtlich der Zusammensetzung 
seiner organischen Bestandteile, Kohlehydrate, Fett und Eiwei8 in 
richtigen Mengenverhaltnissen und in seinem EiweiBbestand auch die- 
jenigen Aminosauregruppen aufweist, die fir das Gedeihen des Orga- 
nismus unentbehrlich sind. 


Ein solches Nahrungsgemisch ist z. B. folgendes: 


CM ance et ewe an es Be 
PEON TRON 6 ek 6 ar ele s + 3 
rare Lee ee 
ie ge Bk ae ek 
eee ee ee ee ee 


Bei diesem Nahrungsgemisch kann man, wenn man es zu einer, hin- 
sichtlich des Salzgehaltes kompletten Nahrung machen will, z. B. folgendes 
Salzgemisch, das 50 Proz. NaCl und 50 Proz. Zellsalze enthalt, in bestimmter 
Menge zufiigen. 


aia alley Ghee Secs ere Gee 
OO SESS Ce sO 
4 2.0 2 & oe oe. 6. 
rs & 6. 4 8. te wae oe alee 8g 
PG. EN ett ts OE 
EL, 5, ke 6 st ew 8 6g 
Calcium citric... ........-. Weg 
Jod-Jodkalilésung ....... Se 


Man kann aber auch die Zellsalze fortlassen und dem Nahrungsgemisch 
nur Kochsalz zufiigen. Dann hat man eine Nahrung mit mehr oder weniger 
reichlichem Kochsalzgehalt, aber minimalem Zellsalzgehalt, nimlich mit 
denjenigen Spuren von Zellsalzen, die in den organischen Nahrungskompo- 
nenten des Gemisches, oder, wie ich es nennen will, der ,,@rundnahrung™ 
enthalten sind. 

Die Fragestellung meiner vorliegenden Arbeit war folgende: 

1. Wie wirkt die Armut an Salzen und insbesondere auch an 
Zellsalzen in der Nahrung auf die kérperliche Entwicklung von 
heranwachsenden Tieren / 

2. Wie wirkt die Armut an Zellsalzen in der Nahrung auf die 
Regeneration von bestimmten Geweben / 


Beide Fragen konnten, zum Teil wenigstens, an denselben Gruppen 
von Versuchstieren untersucht werden, indem man junge Ratten der 
bestimmten Ernaihrung unterwarf und dabei die Kérpergewichtskurve 
verfolgte, und indem man einige Wochen spiiter, wenn der Kérper 
ganz unter dem LEindruck der genannten Ernahrungsweise stand, 
unter aseptischen Kautelen Haut- und Knochenwunden an dem Schidel 
setzte und daran die Heilungsprozesse nach Tétung einzelner Tiere in 
bestimmten Intervallen nach der Operation an mikroskopischen Pri- 
paraten verfolgte. 
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Bei der Fiitterung der Ratten bekam nun jedes Tier, auf 100 ¢ 
Kérpergewicht berechnet, 6 g der Grundnahrung und auBerdem die jeweilig: 
Salzzulage. Da das Anfangsgewicht der meisten Tiere bei meinen Versuchen 
betrachtlich unter 100g lag und sich auch im Verlauf der Versuche im 
Durchschnitt nicht wesentlich iiber 100 g erhob, so kann man bei Berechnung 
des in der Grundnahrung enthaltenen Mineralstoffgehaltes davon ausgehen, 
daB jedes Tier 6 g der Grundnahrung erhielt. Man hat dann sicherlich im 
Durchschnitt die Mineralzufuhr durch den in der Grundnahrung an sich 
enthaltenen Mineralgehalt eher zu hoch als zu niedrig angenommen. 

Nun enthielten die in 6 g der taglichen Nahrung vorhandenen organi 
schen Nahrungsbestandteile folgende Mengen an Mineralstoffen. 


In den 6g waren nimlich enthalten: 


EAS a ee 
pomeseet Tiels . . . so 0 « « 1 
a ere ee 
DE es 6 ee ee ee. Se ae 
Cylpemement wt ee es OO 





CaO ny nae P,O, NagO K,O. Cl Gesamtasche 


mg mg =~mg = mg mg 
132g Casein. . — 7 — ux _- — | _—_\i— 47,52 
1,50 g polierter Reis 0,16 6|0 0,57 | 0,02 2.75 285) 1,05 0,01 6,50 
0,60 ¢ Citronensaft . 0,19 | i 02 0,09 0,02 | 0.07 0,02 3.61 


Summe: 57,63 


Wenn man der Berechnung den Gesamtaschengehalt der Nahrung 
zugrunde legt, dann findet man, da8 mit der Grundnahrung etwa jedes 
Tier pro 100g Kérpergewicht 58mg an Mineralstoffen erhielt, wihrend 
durch die speziellen Salzzulagen in den verschiedenen Gruppen 100 bis 
200 mg Mineralstoffe pro 100 g Kérpergewicht gegeben wurden. Es war 
also die Mineralstoffzufuhr in Form der Salzzulagen zwei- bis vierfach 
gréBer als die in der Grundnahrung vorhandene mineralische Asche. Die 
Spannung zwischen beiden Werten war also eine betrichtliche, und es 
muBten sicher Wirkungen, die durch eine so stark vermehrte Salzzulage 
erzielbar waren, zur Anschauung kommen. 

Ich will hier noch bemerken, daB die Nahrung mit destilliertem Wasser 
taglich zu einem Brei gekocht und in dieser Form den Tieren gereicht 
wurde. Es wurde darauf geachtet, daB die tigliche Nahrung quantitativ 
aufgefressen wurde. Da8 ihr Kaloriengehalt geniigend war, ergibt sich aus 
den betriichtlichen Gewichtszunahmen, die die jungen Tiere zeigten. 

Ich hatte nun zwei Versuchsreihen von Ratten. Jede Reihe zerfiel in 
einzelne Gruppen. 

Zu dem ersten Versuche verwandte ich 24 Ratten, die in zwei Gruppen, 
jede zu 12 Tieren, geteilt waren. Es waren alles fast ausgewachsene Tiere, 
deren durchschnittliches Kérpergewicht zwischen 110 und 120g lag. Die 
erste Gruppe erhielt pro 100g Kérpergewicht 6g Grundnahrung und 
0,18 g eines Zellsalz-Kochsalzgemisches, das aus 1 Teil Kochsalz + 2 Teilen 
Zellsalz bestand; die zweite Gruppe bekam pro 100g Kérpergewicht 6 ¢ 
Grundnahrung und 0,18 g Kochsalz. 

In allen Kurven ist das durchschnittliche Kérpergewicht der Ratten 


jeder Gruppe eingetragen. 
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Wie aus der Abb. 1 hervorgeht, nahmen die Zellsalz-Kochvalztiere 
nach einer leichten Gewichtssenkung in den ersten 4 Tagen des Versuchs 
mit gewissen Schwankungen dauernd leicht an Gewicht zu, wahrend die 
Kochsalztiere im allgemeinen leicht an Gewicht abnahmen. Diese Tiere 
hatten an Stelle der 0,12 g Zellsalz 0,12 g Kochsalz, also im ganzen 0,18 g 
Kochsalz pro 100g oder 1,8g Kochsalz pro Kilogramm Kérpergewicht 
erhalten. 

Zu dem zweiten Versuche verwandte ich 24 Ratten und teilte sie in 
4 Gruppen zu je 6Tieren. Alle bekamen pro 100g Kérpergewicht 6g 
Grundfutter, es erhielten als Salzzulage pro 100 g Kérpergewicht die erste 
Gruppe 0,2 g Kochsalz, die zweite Gruppe 0,1 g Kochsalz + 0,1 g Zellsalz, die 
dritte Gruppe 9,1 g Kochsalz, die vierte Gruppe bekam keine Salzzulage. 
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Abb. 1. Erster Versuch. Abb. 2. Zweiter Versuch. 


= 4 < i == 0,2 g Kochsalz pro 100 g — = 
I= 0,18 g Kochsalz pro 100g Kérpergewicht. =02 8 Zel -Kochsalage a. 


IT=0,18 g Zellsalz-Kochsalzgemisch (2:1) icht. 
pro 100 g Kérpergewicht. — = , | & Kod F Rocha —_ ore 100 g Kérpergewicht. 
v= e Sal 


Bei diesem zweiten Versuche waren die ‘liere der dritten Gruppe 
altere Tiere, nicht ganz so alt wie die Tiere des ersten Versuchs, aber doch 
wesentlich alter als die iibrigen Tiere des zweiten Versuchs. Sie nahmen in 
den ersten 4 Wochen an Kérpergewicht zu, dann aber blieb es stehen 
und fiel schlieBlich wieder etwas. Diese Tiere hatten eine Zulage von 0,1 z 
NaCl zur Grundnahrung erhalten; sie entsprachen im allgemeinen den 
Kochsalztieren des ersten Versuchs, nur hatten diese fast das Doppelte 
(0,18 g) von der Kochsalzmenge erhalten, die jene Tiere des zweiten Versuchs 
bekommen hatten. 

Wenn man nun die Gewichtskurven der Kochsalztiere des ersten 
Versuchs (0,18 g NaCl) und dieser Tiere mit 0,1 g NaCl-Zulage des zweiten 
Versuchs vergleicht, so findet man, daB durch die gréBere NaCl-Zulage 
von 0,08 g NaCl wohl an sich schon eine Schiidigung im Wachstum erzeugt 
wurde, wihrend bei den Tieren mit nur 0,1 g eine solche Schidigung zu- 
nachst wenigstens nicht aufgetreten war. Wenn man die bei diesen 
Versuchen verwandten NaCl-Mengen auf das Kilogramm Kérpergewicht 
berechnet, dann findet man, daB die Tiere des ersten Versuchs mit der 
Abnahme des Kérpergewichts 1,8 g pro Kilogramm, die Tiere des zweiten 
Versuchs mit der anfainglichen Zunahme des Kérpergewichts 1 g NaCl pro 
Kilogramm erbalten hatten. 
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224 R. Tsukamoto: 





Nun ist bekannt, daB schon Kochsalzgaben von 0,6 bis 1,1 g pro Kilo 

gramm zu einer Erhéhung des N-Umsatzes fiihren [Literatur siehe be: 
Handel (4)}; erst recht wird das der Fall sein bei noch gréBeren Gaben, als: 
bei 1,8 g pro Kilogramm. Darum werden auch die mit 1,8 g NaCl pro Kilo- 
gramm gefiitterten Tiere schlechter gestellt sein und eher an Gewicht 
abnehmen als die Tiere mit 1,0g NaCl pro Kilogramm. Aber auch diese 
letzteren wurden schlieBlich bei linger dauerndem Versuche in ihrem Wachs 
tum geschidigt, wie aus der Gewichtskurve hervorgeht. 
Mit anderen Worten: Die zellsalzarm erndhrten Tiere werden, abgesehen 
von der Wirkung der Zellsalzarmut, wahrscheinlich noch einer besonderen 
ie Schddigung ausgesetzt, wenn sie gleichzeitig mit groBen, den N-Umsat: 
He steigernden NaCl-Mengen erndhrt werden. 

Die Zellsalztiere der ersten Gruppe des ersten Versuchs erhielten aber 
nur 0,6 g NaCl pro Kilogramm, also eine Dosis, die an der unteren Grenze 
der den N-Umsatz erhéhenden Kochsalzdosis liegt. Diese Tiere waren 
4 durch Kochsalz also wahrscheinlich in ihrem Wachstum praktisch nicht | 
i geschiidigt. Sie erhielten dazu noch die Zellsalze und nahmen so stirker an 
Gewicht zu. 

Man sieht also, daB eine Wachstumsschidigung nicht nur auftreten 
kann durch den Mangel an Zellsalzen, sondern auch durch einen Uberschui 

an Kochsalz in der Nahrung. Das lehrt eine Betrachtung der Gewichtskurve 
der beiden Gruppen des ersten Versuchs und der dritten Gruppe des zweiten 
Versuchs. 

Betrachten wir nun die Gewichtskurven der ersten, zweiten und 
vierten Gruppe des zweiten Versuchs bei den sehr jugendlichen Tieren, die 
hier verwandt wurden. Das Auffallendste ist, daB die iiberhaupt salzarm 
ernaihrten Tiere der vierten Gruppe doch noch verhaltnismaBig gut an 
Gewicht zunahmen 

Daraus geht hervor, daB fiir das Wachstum des jugendlichen Kérper: 
duBerst minimale Spuren von Salz offenbar geniigen, und daB wahrscheinlich 
alle jene dlteren Beobachtungen iiber die intensiven Wachstumsstérungen bei 
salzfreier Kost in erster Linie auf den gleichzeitigen Vitaminmangel der Kost Ff 
bezogen werden miissen. 

Allerdings entwickelten sich diese salzarmen Tiere etwas schlechter 
als die Tiere, die Salz erhielten, sei es Kochsalz allein (erste Gruppe) oder 
Kochsalz + Zellsalz (zweite Gruppe). Einen gewissen schidigenden Einfluj §F 
hat also die Salzarmut des Koérpers auf das Wachstum doch, aber dieser ff 
EinfluB ist ganz sicher friiher betrachtlich iiberschatzt worden, wenn auch ‘ 
bei wirklicher Salzfreiheit der Nahrung die Wachstumsschadigung gréBer 
sein diirfte als es bei meinen Versuchen der Fall war. Wiahrend nun die ff 
Tiere der zweiten und vierten Gruppe des zweiten Versuchs genau dasselbe 
durchschnittliche Anfangsgewicht hatten als sie in die Beobachtung ge- 
nommen wurden, waren die Tiere der ersten Gruppe um etwa 13 g schwerer, 
also altere Tiere. Im iibrigen waren die Tiere der ersten, zweiten und vierten 
Gruppe fast durchgangig mannliche Tiere. Die prozentige Gewichtszunahme 
auf das Anfangsgewicht bei Beginn der Beobachtung berechnet betrug bei | 
der vierten Gruppe (salzarm) 61,6 Proz., bei der ersten Gruppe (2 g NaCl pro 

ve Kilogramm) trotz der bei dieser groBen Kochsalzgabe anzunehmendet 
a Schadigung immer noch 56 Proz., bei der zweiten Gruppe (0,66 g NaCl + 1,32 ¢ 
' Zellsalz pro Kilogramm) 81 Proz. Berechnet man aber die prozentige 
Gewichtszunahme auf das Anfangsgewicht bei Beginn der dosierte» 
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Gruppe 60,4 Proz., bei der ersten Gruppe 77,7 Proz. und bei der zweiten 
Gruppe 71,8 Proz. 

Die salzarme vierte Gruppe hat also immer die geringste Kérper- 
gewichtszunahme aufzuweisen; die erste Gruppe mit der groBen Kochsalz- 
gabe schneidet im Vergleich zur zweiten Gruppe mit der kleinen Kochsalz- 
gabe + Zellsalzgabe nur dann schlechter ab, wenn man das Kérpergewicht 
als Ausgangspunkt nimmt, das die Tiere hatten, als sie iiberhaupt zur 
Beobachtung kamen. Denn in der einwéchigen Vorperiode, in der 
die Tiere mit Kiichenabfillen gefiittert wurden, hatten die Tiere der ersten 
Gruppe im Gegensatz zu allen anderen Tieren aus unbekannten Griinden 
10g an Gewicht abgenommen. 

Es 148t sich also nicht sicher entscheiden, wie sich das Kérpergewicht 
der Tiere der ersten Gruppe schlieBlich verhalten haben wiirde, wenn die 
Tiere nicht an Gewicht in der Vorperiode abgenommen hiitten. 

Jedenjfalls geht doch so viel aus den Gewichtskurven dieses zweiten Versuchs 
hervor, daB bei jungen, in starkem Wachstum befindlichen Tieren selbst durch 
eine Kochsalzgabe, die bei dlteren Tieren an sich wahrscheinlich schon gewisse 
Stérungen in der Kérpergewichtszunahme bewirkt, keine intensivere Wachstums- 
hemmung erzeugt wird, soweit das Wachstum im Gewicht des ganzen Kérpers 
zum Ausdruck kommt. 


Aus allen meinen Beobachtungen tiber das Verhalten des Kérper- 
gewichts bei den Ratten der beiden Versuche mit ihren Gruppen kann 
man folgende Schliisse ziehen: 

1. Bei sehr jungen Tieren bewirkt eine allgemeine, hochgradige 
Salzarmut der Nahrung bei geniigendem Vitamingehalt nur eine gering- 
fiigige Hemmung in der Kérpergewichtszunahme. 

2. Bei sehr jungen Tieren wird auch bei Zellsalzarmut der Nahrung, 
aber hohem Kochsalzgehalt derselben (2g pro Kilogramm) keine 
stirkere Hemmung in der Kérpergewichtszunahme hervorgerufen. 

3. Bei etwas alteren Tieren bewirkt Zellsalzarmut der Nahrung 
mit_héherem Kochsalzgehalt (1,8g pro Kilogramm) eine Senkung 
des Kérpergewichts, mit einem geringeren Kochsalzgehalt (1,0 g pro 
Kilogramm) eine Senkung nach anfinglicher Steigerung. 

4. Es scheint die Gestaltung des Koérpergewichts auch von dem 
Mischungsverhaltnis der Salze in der Nahrung weitgehend abhangig 
zu sein, unter anderem auch von dem gegenseitigen Verhaltnis zwischen 
Kochsalz und Zellsalzen. 

Nachdem nun die Tiere 6 bzw. 7 Wochen unter der dosierten 
Ernahrung mit der Grundnahrung und den jeweiligen Salzzulagen 
gestanden hatten, wurde ihnen unter aseptischen Kautelen links die 
Kopfhaut in sagittaler Richtung gespalten, die Haut wurde von hier 
aus von der rechten Hilfte des Schideldaches losgelést, und es wurde 
mit einer kleinen Sage das rechte Schideldach in sagittaler Richtung 
und in der Ausdehnung von etwa 0,5 cm durchgesiigt, ohne die Dura 
zu verletzen, darauf wurde die Hautwunde durch fortlaufende Naht 
mit feiner Seide geschlossen und es wurde ein Kollodiumverband 
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angelegt. Alle Hautwunden heilten per primam. Nunmehr tétet: 
ich jede Woche nach der Operation je ein Tier jeder Gruppe, fertigt: 
von der Stelle des Hautschnittes und des Knochenschnittes Praparat: 
der Haut und der Knochen an. So erhielt ich Praparate vom 6., 12., 
18., 24. und 30. Tage nach Anlegung der Wunden. Es wurde imme: 
ein Praparat mit Himalauneosin, eins nach van Gieson, eins nach 
Weigert und eins nach Giemsa gefirbt. Das Ergebnis dieser Unter- 
suchung war folgendes: 

1. Knochen und Hautwunden heilen bei allen Tieren allmahlich 

2. Die Knochenneubildung trat bei den tiberhaupt salzarm er- 
nihrten Tieren (Versuch 2, vierte Gruppe) wohl mit der deutlichsten 
Verzégerung auf. Dann folgten in gewissem Abstande alle iibrigey 
Tiere. Hier waren die Unterschiede sehr gering zwischen den einzelnen 
Gruppen. Manchmal schien die Knochenneubildung bei den zellsalzarm., 
aber mit Kochsalz ernahrten Tieren, bald bei den mit Zellsalz-Kochsalz 
ernihrten Tieren etwas besser zu sein. Wenn Unterschiede vorhanden 
waren, so waren sie nur am Ende der ersten Woche erkennbar. Spiiter 
glich sich alles aus. An der Heilung der Hautwunden war iiberhaupt 
kein Unterschied ersichtlich. 

Es lehren diese Beobachtungen, da8B allgemeine Salzarmut der 
Nahrung die Gewebsregeneration von an sich schwerer heilenden Ge- 
weben, wie z. B. an dem Knochen, in leichtem MaBe verzégert, dal 


in ahnlichem Sinne auch andere Stérungen der lonenmischung im 
K6érper wirken kénnen, daB aber wenigstens bei Ratten, die an sich 
iiberhaupt eine sehr groBe Heilungstendenz bei Wunden zeigen, diese 
Stérungen auBerst geringfiigig sind. 


Literatur. 
1) Hamburger, Osmotischer Druck und [onenlehre 2 (hier findet sich 
die Literaturzusammenstellung). — 2) Yamasaki, Virchows Arch. 245, 1923. 
— 3) Hirabayashi, ebendaselbst 250, 1924. — 4) Hdndel, diese Zeitschr. 146, 
1924. 
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Zur Frage nach den Pankreasnucleinsiuren. 


Von 
Erik Jorpes. 


(Aus der physiologisch-chemischen Abteilung des Karolinischen Instituts 
zu Stockholm.) 


(Eingegangen am 29. Juli 1924.) 


Nachdem die Guanylséure durch die Arbeiten von O. Hammarsten, 
Bang und Steudel als eine einfache Pentosenucleinsaiure identifiziert 
war, wurde diese Saéure in mehreren Organen gefunden und als ein 
gewohnlicher Teil der Zellkerne anerkannt. Wahrend sie im Pflanzen- 
reiche in Hefe- und Triticonucleinséure in lockerer Verbindung mit 
anderen Pentosenucleotiden vorkommt, ist man bis zu den letzten 
Jahren wohl im allgemeinen der Meinung gewesen, daB sie in den 
tierischen Organen als eine selbstandige Nucleinsiure vorkommt. 
Dieser Unterschied ist nunmehr weggefallen, seitdem R. Feulgen') und 
E. Hammarsten®) gleichzeitig gefunden haben, daB sie auch im Ochsen- 
pankreas in Verbindung mit einem Polynucleotid vorkommen kann. 

Uber die Natur dieses Polynucleotids sind die genannten Autoren 
nicht einig gewesen. Feulgen behauptet, daB die sogenannte Guanyl- 
nucleinsiure aus einem Molekiil Guanylsiure und einem Molekiil ge- 
w6hnlicher Thymonucleinsiure bestehe, wihrend die von E. Hammarsten 
dargestellte ,,gekoppelte“‘ Nucleinsaéure eine andere Zusammensetzung 
vermuten laBt. Das Verhaltnis N:P war im Ca—Na-Salz der Saure 


+ 


25 N : 
1,88 ( entsprechend sp) und die Proportionen zwischen Guanin und 


Adenin waren 3:1, wonach die Saure eine Verbindung zwischen 
2 Mol. Guanylsiure und | Mol. Tetranucleotid sein kénnte. Das hohe 
Verhiltnis Pentose : N 1,74 laBt sich jedoch kaum mit der Annahme 
vereinigen, daB das Tetranucleotid Thymonucleinséure wire, denn dann 
miBte das Verhiltnis Pentose: N in der ,,gekoppelten“ Nucleinsiure 
0,86 sein. Auch wenn das Kohlenhydrat der Thymonucleinsiure 


1) R. Feulgen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 108, 147, 1919. 
2) Einar Hammarsten, ebendaselbst 109, 141, 1920. 
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Furfurol geben kann, ist die Thymonucleinsiure als Furfurolbildner d 
beim Analysieren ohne jede praktische Bedeutung. Steudel!) konnte fi 
bei der tiblichen Destillation nach Tollens mit 12proz. HCl nur so viel 
Furfurol erhalten, wie 0,62 bis 0,26 Proz. Pentose entsprechen sollte. 


Eine merkbare Erhéhung im Verhiltnis Pentose: N ist also durch 3 
Thymonucleinséure nicht zu erwarten. Gewdéhnlich ist dagegen, dal b 
man aus bekannten pentosehaltigen Substanzen etwas zu_niedrige E 


Werte erhalt. Die obenerwaihnte Zahl 1,74 steht sehr nahe dem Ver- I 
haltnis Pentose : N 1,71, welches erhalten wird, wenn Pentose auch in 
den beiden Purinnucleotiden des Tetranucleotids vorkommt. Wenn 





man dies beriicksichtigt und dazu die Schwierigkeit, mit der die Pyri- ’ 
midinnucleotiden Furfurol aus ihren Pentosen abgeben, kann man 7 
nicht ohne weiteres den Hinweis auf Hefenucleinsiure ablehnen. 
Hy f In einer spiiteren Arbeit*) wurde aus Ochsenpankreas ein leicht- " 
78 lésliches Brucinsalz dargestellt, welches Pentose enthielt und als einzige 
: } Purinbase Adenin. Gegen diese Arbeit hat Feulgen*) Einwinde erhoben, 
a welche offenbar unbegriindet sind. Feulgen ignoriert nimlich Steudels 
iB Angabe iiber die unbedeutende Rolle der Thymonucleinsiure als a 
if Furfurolbildner und griindet seine Kritik auf Behauptungen iiber die . 
Zersetzbarkeit der Thymonucleinsiure, welche unrichtig sind. P 


t Indessen hat C. Berkeley*) im Pankreas von Sqaulus Suckilii 





(Dogfish) eine Adeninpentosephosphorsaure gefunden, welche zusammen . 
mit Guanylsiure vorkommt. Das zweite Pentosemononucleotid der 9 
Hefenucleinsiéure sollte demnach auch im Tierreiche vorkommen. I 
In der allerletzten Zeit hat Henry Jacksun J : or5) einen interessanten 
Beitrag zu dieser Frage geliefert. Er behauptet nimlich, daB es ihm a 
gelungen sei, aus Blutplasma nach Entfernen des EiweiBes mit Pikrin- » 
siure durch Fallung mit Schwermetallsalzen eine pentosehaltige Purin- f 
nucleinséure darzustellen, welche kein Guanin enthalt, und demnach 
eine Adeninpentosephosphorsiure sein dirfte. Die Frage iiber das Vor- 
kommen der Hefenucleinsiure im Tierreiche ist also aktuell, und in 
der folgenden Untersuchung habe ich auch versucht, die eventuell 
im Pankreas vorkommenden Pentosenucleotiden der Hefenucleinsiure 
yo zu finden. 

of Aus dem alkalischen Driisenextrakt wurde ein Nucleoproteid mit 
. Essigsiure ausgefaillt und das Eiwei8 mit Pikrinsiure nach Levene 
entfernt. Im eiweiBfreien acetathaltigen Filtrat wurde die Thymo- 
nucleinsiure durch Alkohol gefallt. Der gréBte Teil der Nucleinsauren, 





1) H. Steudel, Zeitschr. f. physiol. Chem. 56, 212, 1908. 

2) Einar Hammarsten und Erik Jorpes, ebendaselbst 118, 224, 1922. 
3) R. Feulgen, ebendaselbst 128, H. 4/6, 8. 1, 1922. 

*) C. Berkeley, Journ. of biol. Chem. 45, 263, 1921. 

5) H. Jackson J:or, Journ. of biol. Chem. 59, 529, 1924; 57, 121, 1923. F 
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covane der noch in Léisung blieb, wurde dann mit Blei gefallt und nach Ent- 
fernen des Bleies die Brucinsalze gebildet. Von der bekannten Tat- 
> view sache ausgehend, daB die Brucinsalze der Pyrimidinpentosenucleotiden 
sollte. schwer léslich sind, wurde es versucht, durch Umkristallisation aus 
durch 35proz. Alkohol diese neben Guanylsiure von Verunreinigungen zu 
<a befreien. Dabei gelang es mir auch, neben guanylsaurem Brucin zwei 
a Brucinsalze zu erhalten, deren Léslichkeitsverhaltnisse, Stickstoff- und 
ag Phosphorgehalt, mit denen der beiden Pyrimidinpentosenucleotiden 
> - iibereinstimmten. Die vermutete Uracilpentosephosphorsiure wurde 
on aus der im Wasser und 35proz. Alkohol schwer léslichen Fraktion der 
~ Brucinsalze nach zweistiindigem Kochen mit 5proz. Schwefelsiéure zur 
— Zerstérung der Guanylsiure erhalten. Die Cytosinpentosephosphor- 
* siiture wurde in derselben Fraktion und auBerdem auch unter den im 
oo Wasser leichter léslichen Brucinsalzen gefunden. 
e 
oben, Experimentelles. 
oudele Etwa 300 Pankreasdriisen vom Rinde wurden in Portionen von 
a etwa 40 Driisen zur Gewinnung des Materials verarbeitet. Die sofort 
* ae nach dem Schlachten in Arbeit genommenen Driisen wurden gut durch- 
acklii gefroren und in diesem Zustande in der Buchnerpresse zu Brei fein } 


verteilt. Der Brei wurde dann in kaltem destillierten Wasser suspendiert 
—el und bei deutlich alkalischer Reaktion (Natronlauge) wahrend 12 bis 


paar 20 Stunden bei 2 bis 3°C unter mehrmaligem Umschiitteln extrahiert. 
a a Die festen Partikelchen wurden nach dieser Zeit abgeseiht und nochmals 
am mit kaltem Wasser extrahiert. Der alkalische Driisenauszug wurde 
Sosa dann mit Essigsiure neutralisiert und Saure zugesetzt, bis kein weiterer 
krin- we "s 
- Niederschlag entstand. Der Niederschlag wurde in einer groBen Zentri- 
a fuge (etwa 6000 Touren in der Minute) abgetrennt. 
nach 
in, Aus dem Filtrat konnten zwei weitere pentosehaltige Niederschlage 
. durch Zusatz von Bleiacetat,: Fiitrieren des entstandenen Nieder- 
din a - f 
tuell schlages und Alkalisieren des Filtrats mit Ammoniak gewonnen werden. 
as Die Pentosemenge verteilte sich auf diese drei Niederschlage folgender- 
eve ng lige folg 
maBen. Der aus dem Wasserauszuge von 40 Driisen mit Essigsiure 
mit gewonnene feuchte Niederschlag betrug 3800g, derselbe aus dem 
iene Filtrat nach Bleiacetatzusatz 476g, und derjenige nach Aikalisieren 
ymo- 455 g- 
iren, 10g von dem ersten Niederschlage enthielten 0,0551 g Pentose (Tollens) | 
wee se »  zweiten se eS 0,0775 2 Ro | 
10 Zz » hd ” ” % 0,0653 £ 9° 
D 25g ” ” ”” ” ” 0,132 54 0 
or 10g ,, 4, dritten a ds 0,0358 g i 


Nach diesen Analysen enthielt der erste Niederschlag etwa 20,9 g 
1923. Pentose, der zweite 3,1 und der dritte 1,6 g. Das Filtrat von dem letzten 
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Niederschlage gab nach Eindampfen bei Destillation mit Salzsiiur 
eine sehr kleine Furfurolmenge. 

Obgleich nur vier Fiinftel der pentosehaltigen Substanz mit Essig 
sure als Nucleoproteid ausgefallt wurden, wurde das Filtrat von de: 
Essigséiurefallung mit Hinsicht auf die Schwierigkeit der Entfernung 
des mit Blei ausgefillten EiweiBes und der Phosphate nicht nihe 
untersucht. 

Das mit Essigsiure ausgefillte Nucleoproteid wurde mit weniy 
Alkali in kaltem Wasser gelést, wieder mit Essigsiure ausgefillt und 
abzentrifugiert. Die Entfernung des EiweiBes wurde mit Pikrinsiiur 
nach der von Levene!) angegebenen Methode ausgefiihrt. Dabei wurd: 
das aus 40 Driisen gewonnene Nucleoproteid in 15 bis 18 Liter kalten 
schwach alkalischen Wassers gelést, mit Natronlauge bis zu einem 
Gehalt von 4 bis 5 Proz. versetzt und die Lésung 2 Stunden in einer 
Kaltemischung digeriert. Dabei erstarrte die Fliissigkeit zu einer 
Gallerte. Nach dieser Zeit wurde der AlkaliiiberschuB mit Eisessig in 
kleinen Portionen unter Umschiitteln in der Kaltemischung neutralisiert 
Unter denselben Kautelen wurde zu der noch schwach alkalischen 
Flissigkeit eine in der Hitze gesattigte Pikrinsiurelésung zugesetzt und 
nach Ansiiuern mit Essigsiure der EiweiBniederschlag abfiltriert. Das 
Filtrat wurde mit Natronlauge neutralisiert, zu 70° rasch erhitzt und 
nachher in der Kalte aufbewahrt. 

Bei Herstellung der Thymonucleinsiure nach Levene*) wird deren 
Natriumsalz aus einer acetathaltigen Wasserlésung mit Alkohol bis auf 
50 bis 60 Vol.-Proz. ausgefiallt, und Feulgen*) gibt an, daB auch guanyl- 
saures Natrium unter denselben Bedingungen teilweise gefallt wird. 
Das obenerwihnte eiweiBfreie Filtrat wurde darum mit Essigsiure 
angesiuert und mit etwas mehr als demselben Volumen 95proz. Alkohols 
versetzt. Ein allmahlich sich flockender Niederschlag konnte abfiltriert 
werden. Dieser war biuretfrei und gab Pentosereaktionen und nach 
Hydrolyse eine schéne Reaktion mit fuchsinschwefliger Siéure. Der 
Niederschlag, der wahrscheinlich aus einer Mischung von thymonuclein- 
saurem und guanylsaurem Natrium bestand, wurde nicht naher unter- 
sucht und das Hauptinteresse dem leicht léslichen Riickstande ge- 
widmet. Aus dem alkoholischen Filtrat konnten nimlich durch Fallung 
mit Bleiacetat, Filtrieren des ersten Niederschlages und Ammoniak- 
zusatz zu dem Filtrat zwei bedeutende eiweiBfreie, pentosehaltig« 
Niederschlige erhalten werden. Wie Phosphorbestimmungen in zwei 
verschiedenen Fraktionen zeigten, konnte jedoch auf diese Weise nicht 
die ganze Nucleinséiuremenge erhalten werden, denn 1%, bis 4 des 

1) P. A. Levene, Journ. of Amer. Chem. Soc. 22, 329, 1900, 


®) Derselbe, Zeitschr. f. physiol. Chem. 32, 541, 1901. 
3) R. Feulgen, ebendaselbst 106, 249, 1919. 
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Gesamtphosphors ging mit der letzten sehr voluminésen Filtratmenge 
verloren. Ein Versuch wurde gemacht, das Filtrat nach Eindampfen 
im Vakuum zu verarbeiten, aber ohne guten Erfolg. 

Die mit Bleiacetat bei saurer bzw. ammoniakalischer Reaktion 
erhaltenen Niederschlage wurden mit 60proz. Alkohol, dieser einmal, 
jener dreimal gewaschen, dann in Wasser suspendiert und mit H,S 
in 7 bis 8 Stunden behandelt. Nach Filtrierung und nochmaliger Be- 
handlung des Sulfids mit H,S in 12 Stunden wurden die Sulfidmengen 
aller Fraktionen vereinigt und H,S noch zweimal durchgeleitet. 

Bei der ersten achtstiindigen Durchleitung von H,S ging der 
gréBte Teil der Nucleinsiuren in Lésung in das Filtrat. Nach der 
zweiten H,S-Behandlung wurden in einer Fraktion das Sulfid und die 
vereinigten Filtrate analysiert. Sulfidmenge (feucht) 50g; Filtrat 
452 ccm. 

5g Sulfid gaben 0,011 g Mg,P,O,; 0,0031 g¢ P 
ie. ws 0,0196 g Mg, P,O,; 0,0055g P 
Im Mittel . . 0,0043g P 





25cem Filtrat gaben 0,0543g¢ Mg,P,O,; 0,0151g P 
i ~ om 0,0535 g Mg,P,0,; 0,0149g P 


Im Mittel . . 0,015 g P 
0,043 g P im Sulfid entsprachen also 0,271 g P im Filtrat. Nach 
der letzten Behandlung des Sulfids mit H,S betrug die Sulfidfraktion 
aus dem bei saurer Reaktion erhaltenen Bleiniederschlage 301 g. 
10g davon gaben 0,082 g¢ Mg. P,O,; — P; im 





gesamten Sulfid. . . ‘Sires | #y 
15g davon gaben 0,1208 g Me.Py O.; "0,033 672 P; 

im gesamten Sulfid . . 7 ——p aes” Co CU 

Im Mittel in im gesamten n Sulfid. - « « O668e ? 


Die Phosphormenge in den vereinigten Filtraten betrug 7,5 g. 

Etwa dasselbe war auch das Verhiltnis zwischen den Mengen 
des im Sulfid des ammoniakalischen Bleiniederschlages zuriickgehaltenen 
Phosphors und desjenigen im Filtrat. 

Das Verhiltnis Pentose: P wurde in einigen Fraktionen des Sulfids 
bestimmt. Nach zweimaliger H,S-Behandlung wurde ein Sulfid unter- 
sucht. 

20 g davon gaben 0,059 g Pentose (Tollens) 


2g .,, » 00753g ,, 
20g ,, —  # «ae 
Im Mittel . . 0,073 g Pentose 


15g Sulfid gaben 0,1112g Mg,P,O, 
lig % » O,1118g¢ Mg,P,O, 


Im Mittel . . 0,1115g Mg,P,O,; 
9,0311g P, in 20g Sulfid 0,0415g P. 
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Das jedenfalls sehr unsichere Verhiltnis Pentose: P wiirde also 
= 1,76 sein. 

Nachdem das Sulfid des sauren Bleiniederschlages das letztema! 
mit H,S behandelt war, enthielten: 


10g... .. . . 0,04132g Pentose 
BE a." ecw" Sn ae 


Im Mittel . . . 0,004.08 g Pentose 
10 g enthielten nach den oben angegebenen Analysen 0,0227 g P. Pentos: 
P = 1,8. 
20g Sulfid aus dem ammoniakalischen 
Bleiniederschlage 3. ‘ . 0,0451g Mg,P,O, 
20g Sulfid aus dem ammoniakalischen 
Bleiniederschlage . 0,0446 g Mg,P, 207 


Im Mittel. . . 0,0449g Mg,P,0, = 0,0125¢ P 


30g Sulfid aus dem ammoniakalischen . 
Bleiniederschlage . 0,0212g Pentose 
30g Sulfid aus dem emmoniakelischen 
Bleiniederschlage ....... . 0,029 g = 


Im Mittel. . . 0,0251 g Pentose 








Pentose: P = 1,34. 


Die Filtrate waren biuretfrei und gaben mit ammoniakalischer 
Silbernitratlésung keine Fallung. Diejenigen von dem ,,sauren“ Nieder- 
schlage waren klar, ganz hell mit einem Stich ins Gelbe, wahrend 
einige Filtrate vom ammoniakalischen Niederschlage von kolloidalem 
Sulfid etwas briunlich waren. H,S wurde mit Luft und die Pikrinsiure 
durch fiinf- bis achtmaliges Ausschiitteln mit Ather entfernt, wonach 
in heiBem Methylalkohol geléstes Brucin zu schwach alkalischer Reaktion 
zugesetzt wurde. Sofort fiel ein schwer lésliches Brucinsalz aus. Nach 
Eindampfen des Filtrats zu kleinem Volumen im Vakuum entstand 
ein zweiter Niederschlag. In Lésung blieb noch etwa ebensoviel 
phosphorhaltiges Brucinsalz zuriick, wie auf diese Weise ausgefillt war. 

Zwecks Reinigung der Brucinsalze und Aufspaltung etwaiger, trotz 
der friitheren Alkalieinwirkung noch vorhandenen Polynucleotide 
wurden Niederschlag und Filtrat getrennt durch Zusatz von Natron- 
lauge und nachheriges Ausschiitteln mit Chloroform vom Brucin befreit 
danach Natronlauge bis zu 1 Proz. zugesetzt und die Fliissigkeit 
20 Minuten in strémendem Wasserdampf erhitzt. Nach Abkihlen 
wurde mit Essigsiure angesiiuert und die Nucleinsiiuren mit heiber 
25 proz. Bleiacetatlésung gefallt. Aus den Filtraten wurde nach Zusatz 
des gleichen Volumens Alkohol noch etwas Bleisalz gewonnen. Die 
Bleisalze wurden zweimal mit 50proz. Alkohol gewaschen, in Wasser 
suspendiert und dreimal in 6 bis 8 Stunden mit H,8 behandelt, wodurch 
beinahe die ganze Phosphormenge aus dem Sulfid frei wurde. Nunmehr 
waren die Filtrate véllig klar mit einem schwachen Stich ins Gelbe. 
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und durch Schiitteln mit Ather konnte keine Pikrinsiiure erhalten 
werden. Die beiden Filtrate wurden mit Brucin versetzt. Dabei entstand 
in dem vom schwer léslichen Brucinsalz herrihrenden Filtrat sofort 
ein weiBer, kristallinischer Niederschlag. Mit diesem wurde dann ein 
zweiter, nach Eindampfen des Filtrats im Vakuum erhaltener Nieder- 
schlag vereinigt. Diese Niederschlige werden im folgenden schwer 
lésliches Brucinsalz genannt. Das dem fritheren wasserléslichen phosphor- 
haltigen Brucinsalz entsprechende Brucinsalz wird leicht lésliches Brucin- 
salz genannt. 

Das schwer lésliche Brucinsalz wurde in der Nutsche mit kaltem 
35proz. Alkohol gewaschen und aus solchem dreimal umkristallisiert. 
Zur Lésung waren Siedehitze und eine groBe Fliissigkeitsmenge nétig. 
Die Niederschlige waren schneeweiB und die letzte Mutterlauge ganz 
farblos. Der Niederschlag wurde dann sorgfaltig zweimal mit Chloro- 
form ausgeschiittelt und in der Luft getrocknet. Gewicht 122 g. 
0,1078 g verloren beim Trocknen im Vakuum (115°) 0,0113 g; 

entsprechend 10,48 Proz. Wasser und gaben 9,69 mg 
N (Kjeldahl). In der trockenen Substanz daraus 
berechnet . . - « « 10,04 Proz. N 
0,851 g verloren beim Trocknen i im  Vekwam ( 115°) 0,089 g; 
emtsprechend .......... +. + 10,45 Pros. Wasser 
Nach noch zweimaligem Ausschiitteln mit Chloroform gaben: 
0,1771 g im Vakuum getrockneter Substanz (115°) 17,79 mg N 





(Kjeldahl) ; entsprechend . . . . « 10,05 Proz.N 
0,1775 g im Vakuum getrockneter Substanz (115%) 17, 89 mg N 
(Kjeldahl); entsprechend ... . ee Oe 
Im Mittel . . . 10,07 ,, N 
9,8759 g im Vakuum getrockneter Substanz (115°) 0,0846 g 
Mg, P, O, (Woy); 0,0236g P .. 2,69 Proz. P 
0,8724 g im Vakuum getrockneter Substanz (115) 0,0806 g 
Mg, P,O, (Woy); 0,0241 g ie ee a. — - 
“Im Mittel . . . 2,73 Proz. P 
Mikroanalysen (Pregl): 
4,613 mg Substanz gaben 8,69mg Molybdat. .... . . 2,74 Proz. P 
9,303 ,, " - 17,25 ,, ‘ Cm bE 
Im Mittel . . . 2,72 Proz. P 
0,6344 g lufttrockener Substanz gaben 0,0468 g 
Phlioroglucid, 0,0576 g Pentose ... . . 10,14 Proz. Pentose 


auf wasserfreie Substanz berechnet: 
0,4724 g lufttrockener Substanz gaben 0 _— Phloro- 
glucid; 0,0479g Pentose .. . iis «« SL « Benbow 


Im Mittel . . . 10,74 Proz. Pentose 





Pentose: P = 3,93. 


Das wasserfreie Tetrabrucinsalz der Thymonucleinsiure enthilt 
10,87 Proz. N und 4,19 Proz. P [Cy 3H 5,Ny5Og9 Py (Cog Hog N24) ), 
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wihrend das Dibrucinsalz der Guanylsiure (C,H, .N;O0gP(Cy3HogN.0,), | 
ohne Kristallwasser 10,95 Proz. N und 2,69 Proz. P enthilt. De) 
niedrige N-Wert 10,07 Proz. nach den obigen Analysen deutet ein 
Beimischung anderer Brucinsalze an. DaB das freie Brucin (Cy, HygN, O, 
mit 7,11 Proz. N entfernt ist, zeigen die Analysen vor und nach den 
Ausschiitteln mit Chloroform. Am niichsten liegt es, an eine Verunrei- 
nigung mit thyminsaurem Brucin zu denken. Feulgen!) behaupte: 
auch, daB Thymonucleinsiure beim Freimachen derselben aus ihren 
Schwermetallsalzen mit H,S zum Teil zerstért werde, eine Behauptung 
die experimenteller Stiitze bedarf, besonders da 2. Hammarsten* 
ohne jeweilige Zersetzung Thymonucleinsiiure aus deren Alkalisalz: 
durch Behandlung mit n/3 HCl dargestellt hat und keine Spaltung 
der freien Thymonucleinsiure trotz mehrstiindiger Einwirkung kleine: 
HCl-Konzentrationen bei Zimmertemperatur finden konnte. 

Indessen ist wenigstens die gréBte Menge der Thymonucleinsiur 
hier beim Praparieren weggenommen. Quantitativ ist die Ausfallung 
durch den erwahnten Alkoholzusatz nach Entfernung des Eiweibe- 
jedoch nicht. Zum Vergleich wurde 1 g Thymonucleinsaure in 200 ccm 
Wasser gelést, mit Alkali zu 4 Proz. versetzt und die Lésung mit Eis- 
essig neutralisiert, wonach Alkohol zu 60 Proz. zugesetzt wurde. Nach 
Abfiltrieren des Niederschlages fanden sich 2,158 mg N bzw. 0,0143 g 
Thymonucleinsiure im Filtrat. Die durch Alkohol nicht gefiallte Thymo- 
nucleinsiure, die bei der groBen Priaiparation im Bleiniederschlage mit- 
gerissen worden war, mu aber, durch H,S frei gemacht, im Sulfid 
bleiben. Die freie Thymonucleinsiure wird naimlich durch diese Be- 
handlung fast unléslich in Wasser, wird aber nicht zersetzt. Auch 
kénnen die niedrigen Pentosewerte im Sulfid (Pentose: P = 1,34 — 1,8. 
wahrend es in Guanylsiure 4,87 ist) in dieser Richtung sprechen. Wie 
die angegebenen Phosphoranalysen zeigen, sind hier mehr als neun 
Zehntel von den Nucleinsdéuren als wasserléslich in das Filtrat gegangen. 
Nach Feulgen sollten in der Lésung nur Guanylsiure und Zersetzungs- 
produkte der Thymonucleinsiure in Frage kommen. In seiner oben 
erwahnten Kritik der Arbeit von £. Hammarsten und E. Jorpes suppo- 
nierter, daB der allergréBte Teil der Nucleinséiuren beim Freimachen der- 
selben aus ihrem Cu-Salze als freie Thymonucleinsiure im Sulfid stecken- 
geblieben war, wahrend nur Guanylsiiure und Zersetzungsprodukte 
der Thymonucleinsiure im Filtrat zur Untersuchung gelangt waren 
In der Wirklichkeit bleibt unzersetzte Thymonucleinsiure im Sulfid, 
wihrend alle Mononucleotide in das Filtrat gehen. Ware der N-Wert 
durch Feulgens hypothetische Zersetzungsprodukte erniedrigt worden. 


1) R. Feulgen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 123, H. 4/6, 8. 1, 1922. 
2) E. Hammarsten, diese Zeitschr. 144, H. 5/6, 1924. 
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miBte auch gleichzeitig der P-Wert erhéht werden. Thyminsaures 
Tetrabrucinsalz [C3,H,;,O 3, N;P4(Cy3HagN,0,4),] enthalt 6,72 Proz. N 
und 4,58 Proz. P. Der nach Makro- und Mikroanalysen iiberein- 
stimmende P-Wert, 2,73 Proz., ist so niedrig, wie er nur in den 
Dibrucinsalzen der einfachen Nucleotiden vorkommt. Das wasser- 
freie Dibrucinsalz der Guanylsiure (Cj) H,,N; Og P (Cy, HagN, O4).] ent- 
hilt 2,69 Proz. P und dasjenige der Uracilpentosephosphorsiure 
[Cg Fg No Og P(Cy3 HogN2O4).] 2,79 Proz. Aus der Thymonucleinsiure 
kénnen weder durch gelinde alkalische Hydrolyse bei Zimmertemperatur 
oder kurzzeitiges Erhitzen, noch durch H,S-Behandlung einzelne 
Nucleotide entstehen oder Phosphorsiure abgespaltet werden. Ich 
bin darum geneigt, die N- und P-Werte dadurch zu erkliren, daB hier, 
im schwer léslichen Brucinsalz, eine Mischung von Guanylsiiure und 
stickstoffarmeren Pyrimidinpentosenucleotiden vorhanden war. 

Die zwei Pentosebestimmungen gaben auch ein Verhaltnis Pentose :P 
von 3,98 an, wihrend das berechnete 4,87 ist. Wenn man beriicksichtigt, 
daB die Pentosebestimmungen gewéhnlich zu niedrige Werte liefern, 
und besonders daB die Pyrimidinnucleotide mit Schwierigkeit und nur 
nach langerem Kochen Furfurol geben, machen auch diese Werte eine 
Zumischung von Zersetzungsprodukten der Thymonucleinséure un- 
wahrscheinlich. Im Sulfid dagegen, wo die Thymonucleinsiure zu 
erwarten war, gaben die Pentosebestimmungen ein Verhiiltnis 
Pentose : P = 1,34 — 1,8. 

Die durch den niedrigen P-Gehalt gegebene Vermutung, dab 
Dibrucinsalze vorliegen miiBten, wurde durch Bestimmungen von 
dem Brucin- und Kristallwassergehalt bestitigt. Bei der spiter zu 
erwahnenden sauren Hydrolyse des schwer léslichen Brucinsalzes wurde 
das Brucin in 24,96 g lufttrockenem Brucinsalz quantitativ bestimmt. 
Das Salz wurde in 35proz. Alkohol in der Hitze unter Ammoniakzusatz 
gelést. Nach dem Abkiihlen wurde das Brucin an der Nutsche filtriert, 
mit Wasser gewaschen, in Chloroform aufgenommen und dazu noch das 
aus der Mutterlauge durch Ausschiitteln mit Chloroform erhaltene 
Brucin addiert. Nach Entfernen des Chloroforms und Trocknen bei 
105° wihrend 24 Stunden wurden 15,27 g Brucin gefunden. 

Berechnet fiir guanylsaures Brucin (mit Kristallwasser) 61,72 Proz. 
Brucin [C,)H,4N;OgP(Cy3 HagN,O4)p + 7 H,O). Gefunden 61,18 Proz. 

Dibrucinsalze der Pentosenucleotiden enthalten pro Molekiil 
7 Mol Wasser oder in demjenigen der Guanylsiure 9,88 Proz. und in 
Uracilpentosephosphorsiure 10,18 Proz. [CgH,,N,0,P(Cy3 Hog No.4). 
+ 7H,O}. Gefunden 10,48 Proz. 

Um eine Vorstellung tiber die Verteilung des Phosphors auf, Purin- 
und Pyrimidinnucleotide zu bekommen, wurde die mit Saure leicht 
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abspaltbare Phosphormenge bestimmt!) Im Vakuum bei 105° ge- 
trocknetes schwer lésliches Brucinsalz wurde in drei Portionen abgewoge 
und in 100 cem 5proz. (Vol.) H,SO, auf dem Wasserbade mit Riick. 
fluBkithler 11% Stunden gekocht. Die hei®e Lésung wurde ammo- 
niakalisch gemacht und iiber Nacht in der Kalte aufbewahrt. Aus- 
gefallenes Brucin und Guanin wurden abfiltriert, mit wenig Wasser 
gekocht und das Wasser nach Abkihlen und Filtrieren zum Filtrat 
gefiigt. Aus dem erwirmten ammoniakalischen Filtrat wurden dic 
Phosphate mit Magnesiamixtur ausgefallt, der Niederschlag nach 
12stiindigem Stehen in der Kalte in einem Platina-Iridiumgoochtiege| 
filtriert und im Ofen gegliiht. 


0,9023 g gaben 0,0705 g Mg,P,O, bzw. sea es ots See er 
korr. 0,000375 ¢ P 


0,019276 g P 
Total-P (ber. nach 2,73 Proz.) 0,02463 g. P in Purinnucleotiden gefunden : 
78,17 Proz. 
1,1461 g (in 1% Stunden gekocht) gaben 0,0843 g 


Mg,P,0O, bzw... . . . 0,023494g¢ P 


korr. 0,000375g¢ P 
0,023 119g P 
Total-P 0,03129g. P in Purinnucleotiden gefunden 73,89 Proz. 

0,8227 g (in 3% Stunden gekocht); 0,0656 gMg,P,0, bzw. 0,018283¢ P 

korr. fiir 34stiindiges Kochen . . . 0,000875¢ P 


0,017408 g P 
Total-P 0,02246 g. P in Purinnucleotiden gefunden: 77,48 Proz. 
Die Pyrimidinkorrektion ist nach Jones und Read berechnet. 
Diese geben an, daB nach einstiindigem Kochen mit 5proz. H,S0O, 
aus 1 g Pyrimidinnucleotid 20mg NH,MgP0O,.6H,O bzw. 2,5 mg P 
erhalten werden. Nach dem N-Werte 10,04 Proz. im Brucinsalz sind 
26,6 Proz. von den Nucleinsiiuren Pyrimidinnucleotide, als Uracil- 
pentosephosphorsaure berechnet, etwas mehr, wenn diese zusammen 
mit Cytosinpentosephosphorsaéure vorkommt. Unter solchen Umstanden 
kommt auf 1g Brucinsalz etwa 0,1 g Pyrimidinnucleotid, was fiir 
11, stiindiges Kochen eine Korrektion von nur 0,37 mg P fordert. 
Die drei Bestimmungen stimmen gut tiberein und zeigen, da8 im 
Mittel 76,5 Proz. des Gesamtphosphors leicht abspaltbar, wahrend 
23,5 Proz. in Pyrimidinnucleotiden gebunden waren, eine Zahl, die 
nicht bedeutend von der aus dem Stickstoffwert berechneten abweicht. 
Obgleich Farbenreaktionen zum Unterscheiden zwischen Thymo- 
nucleinséure und Pentosenucleinsduren triigerisch sein kénnen, hat man 
jedoch, wie Feulgen nachgewiesen hat, groBen Nutzen von der Reaktion 
mit fuchsinschwefliger Saure, der griinen Fichtenspanreaktion und 











1) W. Jones, B. E. Read, Journ. f. biol. Chem, 31, 41, 1917, 
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Bials Reaktion. Wenigstens die erstere fordert jedoch sehr genaues 
Arbeiten, scheint aber dann zuverlissig zu sein. Mit dem schwer 
léslichen Brucinsalz wurde die erste und dritte Reaktion ausgefiihrt, 
um eine eventuelle Beimengung von Thymonucleinsiure oder deren 
Zersetzungsprodukten zu finden. 

Zuerst wurde die Empfindlichkeit der Reaktionen gepriift. Eine 
Thymonucleinséurelésung mit 0,33 mg N bzw. 2,18 mg Thymonuclein- 
siure auf 1 ccm wurde bereitet. 

5ccm davon wurden mit 5ccm konzentrierter HCl versetzt und 
10 Minuten im Wasserbade hydrolysiert. Das Hydrolysat wurde genau 
mit NaOH neutralisiert (Volumen nach Neutralisation 15 ccm). 

leem von dieser Lésung gab eine deutliche violette Farbung mit 
2cem entfarbter Fuchsinlésung. 

0,5 cem gaben nach 15 Minuten eine schwache Farbung mit 2 ccm 
entfarbter Fuchsinlésung. 

7ecem von der erwihnten Thymonucleinsiurelésung wurden mit 
1 com 20proz. H, SO, im Wasserbade 15 Minuten hydrolysiert. Volumen 
nach Neutralisation 30 ccm. 

leem davon gab noch positive Reaktion mit 2ccm fuchsin- 
schwefliger Saiure, aber 0,5ccm gaben die Reaktion nicht mehr. 

Die Reaktion ist also unter diesen Bedingungen empfindlich fir 
0,7 bis 0,5 mg Thymonucleinsiure. 

Dann wurde der obenerwahnte, nach Entfernen des EiweiBes mit 
Alkohol erhaltene, als eine Mischung von Guanylsiure und Thymo- 
nucleinsiure supponierte Niederschlag gepriift. Eine schwache Lésung 
wurde mit Saure hydrolysiert und das Hydrolysat neutralisiert. 15 cem 
davon gaben bei P-Bestimmung 0,0226g Mg,P,O, bzw. 0,0063g¢ P 
oder 0,0705 g Thymonucleinsiéure, wenn alles als Thymonucleinséure 
berechnet wird. Mit 5ccm wurde eine schéne Violettfarbung erhalten, 
mit 1cem eine noch wahrnehmbare. . 

Zu den Reaktionen wurde eine vdéllig farblose Fuchsinlésung ver- 
wendet, aus welcher SO, im Vakuum entfernt war. Beim Ausfiihren 
der Reaktionen muB eine Reaktion des Hydrolysats auf der alkalischen 
Seite streng vermieden werden, denn sonst farbt sich das Fuchsin hochrot 
bei Zusatz einer gréBeren Menge des Hydrolysats und laBt keine Ab- 
lesung zu. Darum ist es nétig, eine sehr schwach saure Reaktion zu 
haben, was auch von K. Josephson") niher hervorgehoben worden ist. 

Mit der obenerwihnten reinen Thymonucleinséurelésung wurde 
auch Bials Reaktion ausgefiihrt. 1 com davon + 5 ccm konzentrierter 
HCl + 2 Tropfen FeCl,-Lésung + Orcin wurde iiber der freien Flamme 
erhitzt. Sofort trat eine braunviolette Farbe hervor, die bei weiterem 


1) K. Josephson, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 56, H.7, 8. 1771, 1923. 
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Kochen ins Griine tiberging. 0,5 ccm gaben deutliche Braunfairbung, 
0.3cem eine schwache und 0,1 cem eine winzige Nuance ins Violett 
Bials Reaktion gibt also, auf diese Weise ausgefiihrt, mit 1 mg Thymo. 
nucleinsiure eine deutliche Braunfairbung. Wird die Reaktion mit 
reiner Guanylsiure gemacht, tritt nach etwas lingerem Kochen ein 
reine Griinfarbung ein. 

Danach wurde das schwer lésliche Brucinsalz aut diese Reaktionen 
gepriift. 1g wurde in 4cem 2n H,SO, im Wasserbade hydrolysiert 
4ccom 2n NaOH zugesetzt und die Flissigkeit abgekithlt. Das Brucin 
wurde abfiltriert und gewaschen und die Reaktion kontrolliert. Volumen 
l0cem. Ejinige Tropfen davon gaben mit Fuchsinlésung innerhal) 
einer halben Stunde keine Firbung. Icem davon gab mit 4 cen 
Fuchsinlésung in derselben Zeit auch keine Farbung. 5 ccm verhielten 
sich in derselben Weise. 

Bials Reaktion wurde mit 0,5g Brucinsalz ausgefiihrt. Nach 
etwas lingerem Kochen erschien eine reine Grinfarbung ohne vor- 
herige braunviolette Nuance. Diese Reaktionen sprechen sehr kriiftig 
gegen eine Beimengung von Thymonucleinsdure oder deren Zersetzungs- 
produkte. 

Nicht ohne Interesse wire es auch, in diesem Zusammenhang dic 
Léslichkeitsverhiltnisse des Brucinsalzes der Thyminsiure zu unter- 
suchen. Darum wurde Thyminséure aus 8 g reiner Thymonucleinsaure 
in der von Feulgen') angegebenen Weise dargestellt. Ausbeute 2.5 ¢ 
mit Alkohol und Ather getrocknetes Bariumsalz. 

0,2273 g lufttrocken gaben 9,807 mg N (Kjeldahl). . . . . 4,31 Proz. N 
0,2344 g ee ee oe es eee 


4,27 Proz. N 

10,990 mg lufttrocken gaben 51,34 mg Molybdat; Faktor 0.014747; 
6,89 Proz. P. Gefunden N: P = 0,62; fiir reine Thyminsaure 0,56 
(Feulgen). 

Aus diesem Salze wurde dann das Barium quantitativ mit Schwefe!- 
siure und die Schwefelsiure mit Bariumhydrat entfernt. Zu der von 
Ba** und SO, befreiten Lésung wurde dann Brucin zu neutraler Reaktion 
zugesetzt. Bis zum nichsten Tage bildete sich kein Niederschlag. Die 
im Vakuum zu 10 ccm eingedampfte Flissigkeit wurde abgekihlt, ohne 
daB Kristallisation eintrat. Auch nach Zusatz von Alkohol zu 35 Proz. 
und Abkiihlen im Eisschrank wurde keine Kristallisation erreicht. 
Wie zu vermuten war, erwies sich das Brucinsalz der Thyminsiure 
als sehr leicht léslich; es ist deshalb auch nicht in dem mehrmals aus 
groBen Fliissigkeitsmengen umkristallisierten schwer léslichen -Brucin- 
salz zu erwarten. 


1) R. Feulgen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 101, 296. 
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Zur Trennung der einzelnen Nucleotide wurde das schwer lésliche 
Brucinsalz in das Ammoniumsalz umgewandelt und die Lésung nach 
Zusatz von Alkohol zu 60 Proz. zur Kristallisation des Ammonium- 
salzes der Guanylsiure gestellt. Das abgeschiedene Ammoniumsalz 
der Guanylsiure wurde filtriert und nach Eindampfen des Filtrats 
derselbe ProzeB wiederholt. Die Guanylsiiure konnte jedoch auf diese 
Weise nicht vollstandig entfernt werden. Um eine sichere Abtrennung 
der Purinnucleotiden zu erreichen, wurde saure Hydrolyse nach Levene 
und Jacobs!) gewahlt, obgleich nur eine sehr kleine Ausbeute an reinen 
Pyrimidinnucleotiden zu erwarten war. Die Purinnucleotiden werden 
durch Mineralsiure in der Hitze véllig zerstért. 

Das schwer lésliche Brucinsalz wurde in Portionen von 20g be- 
handelt. Diese wurden in 500 ccm siedeheiBem 35proz. Alkohol unter 
Kochen gelést und zur heiben Lésung etwas mehr als die aquivalente 
Menge Ammoniak zugesetzt. Das ausgefillte Brucin wurde an der 
Nutsche abfiltriert und mit Wasser gewaschen. Nachdem das Filtrat 
mit Chloroform von Brucin befreit worden war, wurde es im Vakuum 
zu 100 cem eingedampft und in der Weise von Alkohol und Ammoniak 
befreit. Die neutral reagierende Lésung des Ammoniumsalzes erstarrte 
zu einer Gallerte. 

Mit 5proz. (Vol.) H,SO, wurde die Lésung 2 Stunden unter Riick- 
fluB auf dem Wasserbade gekocht. Zu dem heiBen Hydrolysat wurde 
fein pulverisiertes, zum Teil in heiBem Wasser geléstes Silbersulfat 
zugesetzt und am folgenden Tage die Silberpurine abfiltriert. In heiBem 
Wasser geléstes Silbersulfat wurde nochmals zugesetzt und die Fliissig- 
keit mit Bariumhydratlésung gegen Lackmus schwach alkalisch gemacht. 
Es entstand ein aus Bariumsulfat, Bariumphosphat und Silbersalzen 
der Pyrimidinnucleotiden zusammengesetzter Niederschlag, welcher, 
zweimal mit Wasser in der Zentrifuge gewaschen, in Wasser suspendiert 
und nach Ansiuern mit H,SO, vom Silber mit H,S befreit wurde. 
Das Filtrat wurde mit Luft von H,S befreit, die freie Phosphorsiure 
mit Ba(OH), gefallt und aus dem letzten Filtrat Ba- und SO,-Ionen 
aufs genaueste quantitativ mit H,SO, und Ba(OH), entfernt. Die 
wasserklare Fliissigkeit reagierte dann stark sauer und enthielt Phosphor. 
In einigen Fraktionen wurde das Filtrat im Vakuum eingedampft und 
das freie Pyrimidinnucleotid mit absolutem Alkohol gefallt, in anderen 
wieder, wenn die Kristallisation der supponierten Uracilpentosephosphor- 
siure aus Methylalkohol nicht gelang, das Brucinsalz unmittelbar im 
Filtrat gebildet. Wenn zu diesem Filtrat in Methylalkohol geléstes 
Brucin zur neutralen Reaktion gesetzt wurde, entstand sofort ein 
schneeweiBer kristallinischer Niederschlag. Das Brucinsalz lieB sich 








1) Levene und Jacobs, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 44, 1027, 1911. 
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dann wegen seiner Schwerléslichkeit nur mit gréBter Schwierigkeit 
. in der Siedehitze in 35proz. Alkohol lésen und vor der Kristallisation 
im Heissetrichter filtrieren. 

Die erste Fraktion gab nach zweimaliger Umkristallisation au- 
35proz. Alkohol 0,1993 g im Vakuum getrocknetes Brucinsalz. Das 
freie Brucin wurde hier mit heiBem Methylalkohol entfernt, wahrend 
das trockene Brucinsalz der iibrigen Fraktionen vor dem Analysieren 
mit warmem Chloroform gewaschen wurde. 1 

Die Makro- und Mikroanalysen (nach Pregl) dieses Salzes gaben 
folgende Werte: 0,0789g im Vakuum getrockneter Substanz gaben 











: 6,352 mg N (Kjeldahl), 8,05 Proz. N. | 
H. : 4,727 mg - Vakuum getrockneter Substanz 0,338 cem sii ) 
' H N (Dumas-Pregl); 19°, 756mm. . . 8,32 Proz. N j 
a 4,234 mg i im Vakuum getrockneter Substanz 0, 292 ecm (lk rr. ) 

fil N (Dumas-Pregl); 18°, 757mm........ . 806 ,, N 
fi Im Mittel. . . 8,14 Proz. N 
if 6,548 mg im Vakuum getrockneterSubstanz 11,60 ee 
He Faktor 0,014524 .... s+ ~ = o RF eos, P 
H 6,758 mg im Vakuum getrockneter Substanz 12 9 mg 
1 Molybdat. oe — ia -» Ff 
Hi Im Mittel. . . 2,67 Proz. P 

4) 


Berechnet fiir das Dibrucinsalz der Uracilpentosephosphorsiaure 
(wasserfrei) [CyH,,N,O,P(C.,H gN,0,).] 7,56 Proz. N, 2,79 Proz. P. 
i] Berechnet fiir das Dibrucinsalz der Cytosinpentosephosphorsaure 
i 
; 





(CyH,,N,0,P(C.3HgN.0,).] 8,82 Proz. N, 2.79 Proz. P. 
Es war also gelungen, aus dem schwer léslichen Brucinsalz ein 
sicher von Purinnucleotiden freies (gemischtes) Brucinsalz darzustellen, 


4 : dessen N- und P-Werte mit denen der Pyrimidinpentosenucleinsauren 
tibereinstimmten. 
a Weil das Brucinsalz der Cytosinpentosephosphorséure etwas 


léslich in kaltem 35proz. Alkohol ist, benutzen die amerikanischen 
Autoren, die mit Hefenucleinsiure gearbeitet haben, achtmalige Um- 
kristallisation aus 35proz. Alkohol, um Uracil- von Cytocinpentose- 
phosphorsiure zu trennen. Das Brucinsalz der letzteren geht dann in 
die Mutterlauge und kann daraus erhalten werden. 

Das Brucinsalz mit 8,14 Proz. N wurde darum noch sechsmal aus 





; ; 35 proz. Alkohol im Heissetrichter umkristallisiert und der letzte Nieder- 
if schlag wieder analysiert. Gewicht lufttrocken 8,9mg; im Vakuum 
at getrocknet 8,2 mg. 
i 7,99 mg im Vakuum —~pesgeagias Substanz 0,522 ccm (korr.)N ; 
20°; 7,65mm .. . ee - « « 7,66 Pros. N 
Berechnet . aii o* Seem. N 
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Aus der Mutterlauge wurden 16,8 mg lufttrockenes Brucinsalz 
erhalten, welches nach Trocknen im Vakuum 15,1 mg wog; Kristall- 
wasser 10,12 Proz. (Berechnet fiir cytosinpentosephosphorsaures Di- 
brucinsalz 10,19 Proz.) 

Leider ging beim Analysieren das Material verloren, so \daB der 
zu erwartende héhere N-Wert hier nicht bestatigt werden konnte. 
Indessen war durch das weitere Umkristallisieren der N-Wert von 
8,14 Proz. auf 7,66 Proz in dem schwer léslichen Salze, d. h. auf den- 
selben des Dibrucinsalzes der Uracilpentosephosphorsiéure erniedrigt 
worden. Der fiir cytosinpentosephosphorsaures Brucinsalz geforderte 
N-Wert wurde in einer folgenden Fraktion erhalten. 

Die in der oben angegebenen Weise aus dem schwer léslichen 
Brucinsalz durch Hydrolyse dargestellten Brucinsalze der Pyrimidin- 
nucleotiden konnten in einer anderen Fraktion genauer anaylsiert 
werden. Nach achtmaliger Umkristallisation des Brucinsalzes mit 
Hilfe des Heissetrichters aus 35 proz. Alkohol wurden 0,4644 g Brucinsalz 
und aus der Mutterlauge nach Eindampfen zu kleinerem Volumen 
0.1556 g Brucinsalz erhalten. Aus den Brucinsalzen wurde vor dem 
Umkristallisieren freies Brucin mit warmem Chloroform entfernt. 
0,4644 g von dem weniger léslichen Brucinsalz, welches uracilpentose- 
phosphorsaurem Brucin entspricht, verloren beim Trocknen im Vakuum 
bei 105° 0,0427 g; Gewichtsverlust 9,19 Proz. Berechnet 10,18 Proz. 
Kristallwasser [Cy H,,N,O,P(Cy3 Hyg N, 0,4). + 7 H, 0). 

Schmelzpunkt gefunden 183 bis 185°, nach Levene 185 bis 195°, 
nach Tannhduser 175 bis 177°. 

Mikroanalysen (Dumas- Pregl): 
12,023 mg im Vakuum getrocknet 0,757 (korr.)cem, 17°, 


CE SEES eT eae eee eee lf! Se 
15,81l mg im Vakuum getrocknet 1,009 (korr.)cem, 20°, 
765mm. . <5) Vo; 


6,887 mg im Vakuum getrocknet 0,441 (korr.)cem, 17°, 
DNS aha se tein 3 <a."4: ee @ paar: et TR ee, 0) ae 

Im Mittel . . 7,46 Proz. N 

Berechnet in dem wasserfreien Brucinsalz ... . 7.56 ,, N 


Phosphorbestimmungen nach Pregl: 


7,33 mg im Vakuum getrocknet 12,58 mg Molybdat. . . . 2,50 Proz. P 
5,19 ? ” ” 9,05 ” Prt “ae ot a 2.51 es P 
7,83 ” ” ” ” 13,9 Ty 9° se a 2.55 oe P 
Im Mittel. . . 2,52 Proz. P 

Berechnet in dem wasserfreien Brucinsalz . . . 2,79 ., P 


N:P: gef. 2,96, ber. 2,72. 


Das Brucinsalz aus der Mutterlauge, welches cytosinpentose- 
phosphorsaurem Brucin entspricht, wog lufttrocken 0,1556g; im 
Biochemische Zeitschrift Band 151. 16 








a 
para onan 








242 E. Jorpes: 


Vakuum bei 105° getrocknet 0,1413 g; Gewichtsverlust 9,19 Proz 
berechnet 10,19 Proz. [CyH,,N,0,P (C3 HagN, 0,4). + 7 H,O]. 
Schmeizpunkt 191 bis 193°, nach Levene 180 bis 182°. 


11,107 mg im Vakuum getrocknet 0,7965 cem (korr.), 17,5° 


0 rr an ee eee 

10,31 mg im Vakuum getrocknet 0,7485 cem (korr.), 18° 
EE std as oe a eae 8 ek EL es ce ee eC 

6,845 mg im Vakuum getrocknet 0,5035 cem (korr.), 17°, 
a) oa eo a ee oe aos ee le ee a ew «= CX 
Im Mittel . . . 8,46 Proz. N 


Berechnet fiir cytosinpentosephosphorsaures Dibrucinsalz (wasser- 
frei) 8,82 Proz. N. 

Leicht lésliches Brucinsalz. Beim Isolieren der Brucinsalze de: 
einzelnen Nucleotide aus Hefenucleinsiiure durch Umkristallisation mit 
35proz. Alkohol geht Adeninpentosephosphorsiure nebst einem Tei! 
der Cytosinpentosephosphorsiure in die Mutterlauge, wihrend Guany!|- 
siure mit den Pyrimidinnucleotiden im Niederschlage steckt. Hier 
konnte man darum erwarten, die zwei erstgenannten in dem leichi 
lislichen Brucinsalz (8S. 233) zu finden. Das leicht lésliche Brucinsalz 
wurde darauf untersucht, aber ohne anderen Erfolg, als daB ein Brucin- 
salz erhalten wurde, dessen N- und P-Werte mit denen der Cytosin- 
pentosephosphorsaure tibereinstimmte, und das nach Umwandlung in 
Bleisalz die dieser Siéiure entsprechende Zusammensetzung zeigte 
Das der Guanylsiure entsprechende Adeninnucleotid konnte indessen 
nicht hergestellt werden. 

Das mit Bleiverbindungen stark verunreinigte leicht lésliche Brucin- 
salz wurde tiber Ammoniumsalz in Bleisalz umgewandelt. Ein Versuch 
wurde dabei gemacht, durch Zusatz von Alkohol zu 60 Proz. eventuell 
in Lésung vorhandene Guanylsdure als Ammoniumsalz auskristallisieren 
zu lassen. Nur eine winzige Fallung entstand, welche abfiltriert wurde, 
wonach die Fliissigkeit eingedampft, mit Essigsiure neutralisiert und 
mit 25 Proz. Bleiacetat gefillt wurde. Ausbeute 69g Bleisalz. 

Dieses gab mit Bials Reagens keine violette, sondern eine rein 
griine Farbe. Auch die Reaktion mit fuchsinschwefliger Siure war 
negativ, gleichzeitig als eine viel schwichere Lésung von Thymonuclein- 
siiure nach einer halben Stunde deutliche Violettfarbung gab. Das 
Bleisalz gab nach Kochen mit Saure in einer Probe eine unbedeutende 
Fallung mit ammoniakalischem Silbernitrat. 

0,0836 g im Vakuum getrocknet (105°) 3,973 mg N (Kjeldahl) 4,75 Proz. N 
N 


0,1155 ” ” ” ” (105°) 5,399 ar N ( ed ) 4,67 oh 
Im Mittel . . . 4,71 Proz. N 
0,6784 g im Vakuum aggre ert 0, es Mes? s O;, 
0,02837¢ P. eld . « - 4,18 Proz. P 
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Dann wurde das Blei mit H,S entfernt und die Filtrate mit Ba(OH), 
zu schwach alkalischer Reaktion versetzt. Der entstandene Nieder- 
schlag wurde abfiltriert und mit viel Wasser mehrmals ausgekocht. 
Ein kleinerer Teil, der die freien Phosphate enthielt, blieb ungelést. 
Aus den Filtraten fiel beim Eindampfen und Abkihlen ein Barium- 
salz aus und nach Zusatz von Alkohol zu 60 Vol.-Proz. konnte 
ein zweites erhalten werden. Keines von diesen gab jedoch eine er- 
wiinschte Proportion N:P. In dem schwer léslichen Bariumsalz (luft- 
trocken 8g) war N: P 1,10, in dem leicht léslichen (lufttrocken 12 g) 
= 0,85. Darum wurden die Salze vereinigt und das Barium mit Schwefel- 
siure und die Schwefelsiure mit Bariumhydrat quantitativ entfernt, 
wonach die sauer reagierende Lésung mit Brucin neutralisiert wurde. 

Die Fliissigkeit wurde unter niedrigem Drucke zu etwa 50 cem 
eingedampft. Nach einem Tage hatte sich ein Brucinsalz abgeschieden, 
welches zweimal aus Wasser umkristallisiert und in heibem Methy)l- 
alkohol gelést wurde. 

Der Methylalkohol wurde dann verdampft und das Salz vor dem 
Analysieren mit warmem Chloroform gewaschen. 

5,725 mg im Vakuum getrocknet (105°) 0,338 cem (korr.) N, 


16,5°, 762mm . nee a Te ee we Gc, yer oF 

5,296 mg im Vakuum getrocknet (105°) 0,331 cem (korr.) N, 
Ser Oa! PG es See eel tar Sea OB 
Im Mittel . . . 7,16 Proz. N 
Berechnet fiir: C,H,,N,;0,P(C.;HagN,0,). . . . 8,82 , N 
5,822 mg im Vakuum getrocknet (105°) 13,55 g¢ Molybdat . 3,38 Proz. P 
a ee oo °° (105°) 34,85 g¢ 99 7: P 
a _ id (105°) 19,25 2 ve « A a B® 
Im Mittel . . . 3,36 Proz. P 
Berechnet fiir: C,H,,N,;0,P(C..HN,0,), . . - 2,79 , P 


Das Brucinsalz der Cytosinpentosephosphorsiure soll in heiBem 
Methylalkohol léslich sein und wird am besten, nach Tannhduser'), 
aus Wasser umkristallisiert. Weil zu erwarten war, daB dieses Salz 
zum Teil unter den wasserléslichen Brucinsalzen zu finden sein diirfte, 
konnte man hoffen, dasselbe durch wiederholte Umkristallisation aus 
Wasser von leicht léslichen Verunreinigungen befreien zu kénnen. 

Obgleich die Kristallisation aus der sirupésen, auch bei groBer 
Verdiinnung starke Pentosereaktionen gebenden Mutterlauge sehr 
schlecht ging, konnten beim Eindampfen mehrere Fraktionen von 
Brucinsalzen erhalten werden, ebenso beim Kristallisieren nach Alkohol- 
zusatz zu 60 Proz. Alle diese wurden vereinigt, zweimal aus Wasser 
unkristallisiert und mit kaltem Alkohol, absolutem Alkohol und zu- 
letzt mit warmem Chloroform gewaschen. Das Salz entsprach dann dem 


') Tannhduser, Zeitschr. f. physiol. Chem. 104, 75, 1918. 
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oben analysierten Brucinsalz und wurde zur weiteren Reinigung fiinfma! 
aus Wasser und zuletzt zweimal aus 35proz. Alkohol umkristallisier: 
Lufttrocken 0,2791 g, verloren beim Trocknen im Vakuum (100) 
0,0310 g; 11,11 Proz. Wasser, berechnet 10,19 Proz. 
Schmelzpunkt 185 bis 195°. 
Mikroanalysen nach Dumas- Pregl: 


11,777 mg im Vakuum getrocknet (105°) 0,880 cem (korr.) N, 
8,70 Proz. N 


i ge eh gd Mh ode den ee 

9,502 mg im Vakuum getrocknet (105°) 0,669 cem (korr.) N, 
St, a Jas ob Sm a ee Ree we ee an » N 

10,699 mg im Vakuum getrocknet (105°) 0,776 cem (korr.) N, 
St, Sars eo 6-8 ow a eee et ae Le 8.43 . N 
Im Mittel. . . 8,45 Proz. N 


Die Genauigkeit der Analysenresultate wurde jeden Tag durch 
Verbrennung von reinem Brucin kontrolliert, und es wurde z. B. vor 
und nach der letzten von diesen drei Analysen fiir Brucin 7,17 und 
7,14 Proz. N (berechnet 7,11 Proz.) erhalten. 

Phosphoranalysen nach Pregl: 
2,77 mg im Vakuum getrocknet (105°) 5,23 mg Molybdat, 


a wt te A 2,72 Proz. P 
8,23 mg im Vakuum getrocknet (105°) 15,58 mg Molybdat, 
Ee ae ae ere an. PP 


Berechnet fiir das wasserfreie Dibrucinsalz der Cytosinpentose- 
phosphorsiure 8,82 Proz. N, 2,79 Proz. P, N: P = 3,16. 

Gefunden 8,45 Proz. N, 2,73 Proz. P, N: P = 3,10. 

Trotz der kleinen Substanzmenge konnte das Brucinsalz in das 
Bleisalz umgewandelt werden. Die Substanz wurde in 10 cem heiBem 
35proz. Alkohol gelést und mit 0,5cem konzentriertem Ammoniak 
versetzt. Nach Abkihlen wurde fiinfmal mit Chloroform ausgeschiittelt 
und dann Ammoniak, Chloroform und Alkohol durch Eindampfen im 
Vakuum entfernt. Die Fliissigkeit wurde mit Essigsiure angesauert., 
erwarmt und mit einigen Kubikzentimetern warmer Bleiacetatlésung 
die Nucleinsiure gefallt. Der Niederschlag wurde zweimal mit Wasser 
gewaschen und mit Alkohol und Ather getrocknet. Ausbeute 17 mg 

6,945 mg (im Vakuum getrocknet) gaben 0,459 ccm (korrigiert) N 
bei 20° und 756mm = 7,66 Proz. N. 

Brucinanalysen vor und nach dieser Bestimmung gaben 7,09 und 
7,22 Proz. N. Berechnet fir reines Brucin 7,11 Proz. 

5,177 mg (im Vakuum getrocknet) gaben 19,22 mg Molybdat. 
Faktor 0,01475 = 5,47 Proz. P. 

Berechnet fiir das wasserfreie Bleisalz der Cytosinpentosephosphor- 
siure (C,H,,.N,;PO,Pb) 7,95 Proz. N, 5,88 Proz. P, N: P = 1,35. 

Gefunden 7,66 Proz. N, 5,47 Proz. P, N: P = 1,4. 

Das Bleisalz des entsprechenden Hexosenucleotides (Molekular- 
gewicht 588,46) soll nur 7,14 Proz. N und 5,27 Proz. P haben. Einzelne 
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Nucleotide aus der Thymonucleinsiure kénnen jedoch hier nicht vor- 
kommen, denn diese wird durch alkalische Hydrolyse nicht in einzelne 
Nucleotide aufgespaltet. Wenn jedoch Hefenucleinsiiure frei oder in 
_zusammengesetzten“ Nucleinsiuren im Sinne Feulgens vorkommt, ist 
eine solche Aufspaltung teilweise schon bei der Priiparation der Driisen 
mit Alkali zu erwarten, und es mu wenigstens nach vollstindiger 
Aufspaltung durch gelinde alkalische Hydrolyse méglich sein, die 
einzelnen Pentosenucleotide nachzuweisen. Der groBen Léslichkeit 
wegen sind diese einzelnen Pentosenucleotide und ihre Salze jedoch 
sehr geeignet, der Ausfallung zu entgehen, besonders wenn man Schwer- 
metallsalze vermeiden will. Nur als Brucinsalze sind sie, wie Levene 
und seine Mitarbeiter nachgewiesen haben, leicht ausfillbar und in 
reinem Zustande zu erhalten. 

In dieser Arbeit ist darum das Hauptinteresse den leicht léslichen, 
am sichersten als Schwermetallsalze ausfillbaren Nucleinsiuren zu- 
gewendet worden. Es ist auch gelungen, thymonucleinsaurefreie Brucin- 
salze von Nucleinsiuren zu bekommen, aus denen in der beim Arbeiten 
mit Hefenucleinsiure itiblichen Weise Brucinsalze dargestellt werden 
konnten, deren Léslichkeitsverhaltnisse, Stickstoff- und Phosphorgehalt 
mit denen der beiden Pyrimidinpentosenucleotiden tibereinstimmen. 
Von den dem zweistiindigen Kochen mit 5proz. Mineralsiure wider- 
stehenden Nucleinsiuren konnte ein Brucinsalz erhalten werden, 
welches achtmal aus 35 proz. Alkohol umkristallisiert wurde. Im Nieder- 
schlage wurde dann der fiir uracilpentosephosphorsaures Brucin er- 
wiinschte Stickstoffgehalt gefunden und aus der Mutterlauge wurde 
ein Brucinsalz isoliert, das in dieser Hinsicht mit Cytosinpentose- 
phosphorsiure iibereinstimmte. Auer den genannten Pyrimidin- 
nucleotiden, die beide aus dem schwer léslichen Brucinsalz nach Kochen 
mit 5proz. Schwefelsiure dargestellt wurden, konnte ein Brucinsalz 
der letzteren auch ohne saure Hydrolyse erhalten werden. Weil die 
Cytosinpentosephosphorsiure aus Hefenucleinsiure gewéhnlich zum 
Teil zusammen mit Adeninpentosephosphorsiure als Brucinsalz in der 
Mutterlauge gefunden wird, wurde sie hier auch in der Mutterlauge 
gesucht. Durch energische Umkristallisationen gelang es, das erwartete 
Brucinsalz zu finden und dasselbe auch in Bleisalz umzuwandeln. 

Dies alles kann nicht auf Zufalligkeiten beruhen oder ein Spielen 
mit ,,undefinierbaren Zersetzungsprodukten der Thymonucleinsiiure“ 
sein, sondern macht das Vorkommen von einem der Hefenucleinsiure 
nahestehenden Polynucleotid im Pankreas héchst wahrscheinlich, was 
schon friiher') von Z. Hammarsten und E. Jorpes behauptet worden ist. 
Die Arbeit wird fortgesetzt. 
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Der CO,-Gehalt des Kapillarblutes und seine Bestimmung. 


Von 
F. Verzér und B. Vasarhelyi. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat in Debreczen.) 
(Eingegangen am 29. Juli 1924.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die CO,-Bestimmung im arteriellen Blute hat dadurch besonderes 
Interesse, daB sie eine gewisse Schitzung der fixen Sauren in diesem 
gestattet. Aus diesem sowie dem CO,-Gehalt der Alveolarluft lib 
sich auch die H’-Konzentration des Blutes bestimmen'). Von Verzd) 
und Keller®) wurde frither gezeigt, daB das Kapillarblut der Fingerbeer 
sehr stark mit O, gesittigt ist, ohne da es ganz arteriellem Blute ent- 
sprechen wiirde. Das war ohnehin wahrscheinlich, denn die Haut ist 
sehr stark durchblutet und hat dabei sicherlich keinen wesentlichen 
Stoffwechsel. Thre starke Blutdurchstrémung hat mehr eine thermo- 
regulatorische Rolle. D2 eses Blut diirfte also wahrscheinlich nur wenig 
ausgenutzt sein und nur wenig vom arteriellen abweichen. 

Wenn seine Zusammensetzung konstant genug ist, dann kénnt« 
es das arterielle Blut vertreten als MaB des O,- bzw. CO,-Gehaltes 
von diesem. Das wiire aber eine groBe Erleichterung, denn sie wiirde 
diese Bestimmung allgemein zuginglich machen kénnen, was dic 
Untersuchung des arteriellen Blutes sonst nicht ist, da sie nur mittels 
Arterienpunktion méglich ist, durch einen Eingriff, der fiir die allgemein: 
klinische Praxis kaum geeignet sein diirfte, wenn er auch gelegentlich 
mit Erfolg angewendet wurde. 

Unser Bestreben ging deshalb dahin, eine Basis fiir diese Be- 
stimmungen zu schaffen, erstens durch Feststellung der Normalwerte 
und zweitens durch Ausarbeiten einer einfachen Methodik der Blut- 
entnahme und der Analyse. Hier berichten wir 1. iiber die normale: 
CO,-Werte. Danach wird 2. die jetzt modifizierte Methodik beschrieben 


1) Siehe z. B. B. Barcroft u. a., Proc. Roy. Soc., Ser. B, 211, 366, 1925; 
Journ. of Physiol. 56, 157, 1922. 
2) Verzdr und Keller, diese Zeitschr. 141, 21, 1923. 
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die auch fiir die O,-Analyse des Kapillarblutes geeignet ist, insbesondere 
3. eine Modifikation des Blutgasapparates, die ihn fiir klinische Arbeiten 
noch einfacher gestaltet. 

Lundsgaard') hat Bestimmungen im sogenannten ,,Cutanblut’ der 
Fingerbeere gemacht. Es wurden 4 cm lange Schnitte in der Haut gemacht. 
Dadurch wird leicht-eine kleinere Arterie oder Vene verletzt sein, deren 
Blutzusammensetzung dann die Zusammensetzung des ,,Cutanblutes* beein- 
flussen wird. Ferner sind solche langen Schnitte ungeeignet, um einen 
unbedeutenden taglichen Eingriff zu rechtfertigen. 

Wir haben deshalb unsere Blutentnahme mit der Franckeschen 
Nadel gemacht. Der Einstich ist klein und gibt, in die Fingerspitze 
gemacht, konstante Werte, was am besten zeigt, daB nur Hautkapillaren 
getroffen werden. 


Der C0,-Gehalt des Kapillarblutes, 


Unsere Bestimmungen sind an 35 jungen Studenten gemacht in 
insgesamt 41 Fallen. Sie sind in Tabelle I zusammengestellt. 

Die Werte liegen zwischen 40,8 bis 62,3 Proz. Die aus der Reihe 
fallenden hohen Werte um 60 Proz. fanden wir nur in drei Fiillen, 
wihrend fast alle anderen ganz nahe um 50 Proz. liegen. Der Mittelwert 
aller Bestimmungen ist 49,8 Vol.-Proz. Im Vergleich zum arteriellen 
Blute und zum Cutanblut nach Lundsgaard sind diese Werte nicht 
héher. Lundsgaard?) hat auch Blutgasbestimmungen im venésen Blute 
der V. cubitalis publiziert, die einen CO,-Gehalt zwischen 41,8 bis 
57,6 Vol.-Proz., im Mittel 49,8 Vol.-Proz. CO, zeigen. Dieser ist zu- 
fallig genau derselbe wie im Kapillarblut. Im arteriellen Blute ist 
nach Harrop) 44,6 bis 54,7 Proz., im venésen 48,3 bis 60,4 Proz. CO, 
vorhanden. Die Werte sind im Kapillarblut fiir ein und dieselbe Person 
ziemlich konstant. So gaben an zeitlich weit auseinander liegenden 
Tagen die Versuchsperson @.G. 50,33 und 46,82 Proz., K. 7. I. 49,76 
und 45,42 Proz., P. B. 51,67 und 50,22 Proz., 8S. Z. 47,87 und 48,72 Proz. 

Die beiden héchsten und aus der Reihe herausfallenden Werte 
(9 und 11) sind bei diesen beiden Versuchspersonen konstant und 
wurden nach laingerer Zeit wieder so gefunden. S.F. gab zuerst 62,2, 
spater 58,0 Proz., M.A. 59,81 und 59,04 Vol.-Proz. CO,. Bei diesen 
scheint also dieser hohe CO,-Gehalt des Kapillarblutes konstitutionell 
zu sein. ,,Blaue Hinde hatten diese Personen nicht. Die eine hatte 
einen Catarrhus apicis und fieberte. Es wiirde sich lohnen, der Frage 


*) Lundsgaard, Journ. exper. Med. 30, 259, 271, 1919; nach Zentralbl 
f. biochem. Biophysik 23, 134. 

*) Ch. Lundsgaard und E. Moller, Journ. of biol. Chem. 55, 315, 1923. 

8) G. A. Harrop, Zentralbl. f. biochem. Biophysik 23; Journ. exper. 
Med. 30, 241, 1919. 
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Tabelle 1. Normalwerte. 











Nr V — . a Bh Anmerkungen 
l i as Ee 23 49.76 
2 , ae A 23 45,42 
3 S. Z. 20 47.87 
4 S. Z. 20 48,72 
5 P. B. 20 51,67 a 
6 P. B. 20 50,22 Gesund 
7 G.G. 20 50,32 
s G. G. 20 46.83 
9 S. FP. 2) 62,25 
10 S. F. 21 58,00 
11 M. A. 20 59,81 Cat. apicis. Fieber 
12 M. A. 20 59,04 
13 M. Al. 21 50,87 
14 yr we a 22 48,32 
15 B. G. 23 50.91 
16 M. I. 20 46,61 
17 D. B. 20 48.94 
18 H. L. 22 46,22 
19 P. P. 20 47.59 
20 S. I. 22 47 58 
21 Bd. 21 48.94 
22 K. L. 21 48.46 
23 H. L. 21 49,85 Gail 
24 0.1. 23 48,99 — 
25 B. L. 20 51,25 
26 T. L. 20 53,08 
27 8S. L. 20 51,25 
28 G. M. 21 50.18 
2 C. L. 22 46,35 
30 K.G. 22 41.97 
31 G. L. 20 57,24 
32 Sz. N. 20 50,03 
33 P.G. 20 54,92 
34 H. B. 22 49.49 
35 eA 21 4081 90.0 Proz. 
36 M. E. 21 49,16 86.9 a 
37 S. P. 21 41,87 Hamoglobin aus der 84,7 ” 
38 L. f. 20 45,22 0.-K = 97.0 “ 
39K. Sz. M. 28 50,12 paageans 1082 
40 B.F. 29 49.89 1006 
41 i Wy @ 36 46,02 100.7 ° 








auf klinischem Gebiete systematisch nachzugehen, was die Ursachen 
soleher Unterschiede sind. 

Acht Versuchspersonen (Tabelle IT) lieBen wir Arbeit leisten, die 
darin bestand, daB die Person zwei Stockwerke hoch die Treppe hinauf- 
und hinunterlaufen muBte. Sogleich danach wurde das Kapillarblut 
untersucht. Dieses zeigt in allen Fallen eine Abnahme der CO, um 
5,2 bis 35,5 Proz. Der niedrigste so gefundene Wert betrug 31,91 Vol.- 
Proz. (H. B.). Diese Abnahme des Blut-CO, ist bekannt. 
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Tabelle I]. Arbeitsversuche. 





. COx,, Vol.Proz. 
Nr, Versuchs. Eis Pic gy 
pee in der Ruhe 2 bis 3 Min. nach Laufen Kuhewertes 
l7b S. FP. 58,00 46,14 20.4 
21b i 2 48.94 43,50 11,1 
22b K. L. 4846 39,42 18,7 
26b T’. L. 53,08 44.26 16,6 
29b C.L. 46,35 43.93 5,2 
30b K.G. 41,97 34,17 18,5 
33b P.G. 54,92 47,42 13,7 
34b H. B. 49,49 31,91 35,5 


Der CO,-Gehalt des Kapillarblutes der Fingerbeere betrdgt also im 
Durchschnitt und bei weitaus den meisten Personen 50 Vol.-Proz. Aus- 
nahmsweise kommen Fille bis 62 und 41 Vol.-Proz. vor. Unter und 
iiber diesem Werte sind keine Beobachtungen gemacht worden. Die 
klinische Verwertbarkeit dieser Befunde mu8 die Erfahrung zeigen. 
Es wire besonders wichtig zu bestimmen, ob leichte Grade von Acidose 
schon Werte unterhalb 40 Proz. geben. 

Die Bestimmung des C O,-Gehaltes hat besonders mit der Schwierig- 
keit zu kimpfen, daB das Blut aus der Fingerbeere ohne Gasverlust 
aufgefangen werden muB. Das geschieht nach der sogleich zu beschrei- 
benden Methode. Die Bestimmung des Gasgehaltes kann dann mit 
dem Barcroftschen Differentialapparat ausgefiihrt werden (oder mit 
dem van Slykeschen oder Haldaneschen Apparat). Wir haben am 
Barcroftapparat eine Modifikation gemacht, um rasches und leichtes 
Arbeiten zu erméglichen. 


Der Gasanalysenapparat. 

Der Apparat, den wir zur Gasanalyse verwenden, ist ein modifizierter 
Differentialapparat von Barcroft.° Das Arbeiten mit dem Differential- 
apparat ist geniigend bekannt, so daB es nicht nétig ist, darauf naher ein- 
zugehen. Unsere Modifikation besteht darin, daB wir jede Berechnung 
iiberfliissig gemacht haben, so daB der Apparat sogleich ohne Umrechnung 
absolute Werte gibt. Nach dem Prinzip des Kompensationsapparates gibt 
man bekanntlich in beide GefaiBe genau die gleiche Fliissigkeitsmenge. 
Wird nun in einem Gas entwickelt oder Gas verbraucht, so entsteht im 
Manometer eine Druckdifferenz, aus welcher sich das Gasvolumen berechnen 
l4B8t. Zu dieser Berechnung braucht man nun einen ,,Faktor**. Dieser wird 
derzeit meist nach dem Prinzip von Hojfmann so gewonnen, da8 man aus 
einer Pipette, die mit einem Niveaurohr verbunden ist, eine genau be- 
stimmte Gasmenge in dasselbe GefiB durch den oberen Hahn des 
Differentialapparates hineindriickt. Man bestimmt dann die Druck- 
differenz, die durch die Volumenzunahme entsteht. Das Verhaltnis der 
beiden Werte ist der ,,Faktor“, der zur Umrechnung benutzt wird. Dieser 
Wert andert sich aber, wenn man andere Volumina benutzt, also wenn 
man mit verschiedenen Fliissigkeitsmengen oder verschiedenen GefiBen 
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arbeitet. Die Bestimmung des Faktors verlangt sehr genaues Arbeiten un: 
beschrankt den Gebrauch des Apparates auf das Speziallaboratorium. 

Unsere Modifikation besteht nun darin, da8 wir die eine Seite cd 
Kompensationsapparates mittels eines __-gebohrten Vierwegehahns mit ein: 
Pipette von 0,3 cem verbunden haben, in welche aus einem mit ihr U-férmiy 
verbundenen Rohr, das oben abgeschlossen ist, ol hineingepreBt wird, bi 
die Niveaudifferenz im Kompensationsmanometer wieder ausgeglichen is: 
Es ist dasselbe Prinzip, nach dem wir die Kompensationsmanometer kali- 
brieren bzw. den Faktor zu bestimmen pflegen. (Nach ahnlichen Prinzipie: 
ist auch der Apparat von Thunberg, Winterstein und von Haldane gebaut. 

Das Eintreiben des Oles aus der Pipette geschieht mit Hilfe der recht. 
angebrachten Schraube, die das Gummirohr zusammenpreBt. Mit de: 
linken Schraube kann man — so wie das beim Arbeiten mit dem Kompen 
sationsmanometer iiblich ist — das Niveau des Oles 
im Differentialmanometer so einstellen, wie es a: 
praktischsten ist. Das Ablesen der drei Skalen gr 
schieht mit Hilfe eines Spiegels. Die Pipette recht< 
ist unten und oben mittels Gummischlauch mit dem 
anderen Teil des Apparates verbunden und herau- 
nehmbar Sie mu8 genau kalibriert geliefert werden 
und hat ein Volumen von 0,3cem, und erlaubt ein 
Ablesung von 0,00l ccm. Man hat immer die Méy 
lichkeit, die Pipette nachzukalibrieren. Die von 
uns benutzte hatte einen Faktor von 0,980. 

Prinzipiell wichtig ist bei diesem Apparat, eben= 
wie es fiir den Differentialapparat von Barcroft iiber 
haupt gilt, daB die beiden AufnahmegefiaBe sehr 
prazise gleich gearbeitet sind und ein vollstandig 
gleiches Volumen haben. Das ist Sache des Fabri- 
kanten. Wertheimer') hat hierauf besonders aut- 

Abb. 1. merksam gemacht und ergiinzt die Volumendifferenz 

der GefiBe durch Einlegen von Ebonitstiickchen. 

Wichtig ist ferner die priazise Konstruktion des Hahnes rechts. Als 
Fiillungsfliissigkeit haben wir so wie Barcroft Nelken6l benutzt. 

Man arbeitet mit dem Apparat auf folgende Weise: Der rechte Hahn 
steht zuerst so |_. In dieser Lage erlaubt er ein Einstellen des Pipetten 
niveaus bei Luftdruck, was vor jeder Analyse geschieht. Dann wird er 7] s« 
gedreht und nun das Differentialmanometer bei Luftdruck eingestellt, 
indem gleichzeitig auch der linke Hahn offen ist. Wenn nach 5 Minuten 
im Wasserbade ein Temperaturausgleich eingetreten ist, so wird der link: 
Hahn zugedreht und der rechte so /\, gestellt, daBer in keiner Richtung 
geéffnet ist. Differentialmanometer und Pipette sind nun abgeschlossen. 
Dann werden alle drei Skalen abgelesen und die Analysen durch Schiitte!n 
bzw. Hinzulassen der nétigen Fliissigkeit — in bekannter Weise — gemaclit 
Nun gibt das Diffenrentialmanometer eine Druckdifferenz an. Man dreht 
den Hahn nun so [, da8 Differentialmanometer und Pipette miteinander 
verbunden sind, und dreht dann an der rechten Schraube so lange, bi- 
im Differentialmanometer keine Druckdifferenz (bzw., wenn eventuell an 
Anfang eine solche von 0,5 bis 1mm war, wieder dieselbe) vorhanden ist 
Nun wird an der Pipette das Gasvolumen direkt abgelesen. 


























1) Wertheimer, diese Zeitschr. 106, 1, 1920. 
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Erwartet man eine Gasbildung, so ist das Olniveau am Anfang des 
Versuchs auf den oberen Teil und umgekehrt, wenn Gasverbrauch erwartet 
wird, auf den unteren Teil der Skala einzustellen. Man kann mit diesem 


Apparat — wenn nétig — auch Gasvolumina bestimmen, die gréGer sind 
als der Pipettenskala entspricht. Das kann der Fall sein z. B. bei CO,- 
Bestimmungen, wenn man — was nicht erwiinscht ist — eine griéBere 


Blutmenge genommen hat, als 300cmm CO, entspricht. Nachdem man 
dann zuerst so viel Luft ausgetrieben hat, bis das 01 in der Pipette bis zum 
unteren Skalenrand reicht, stellt man den Hahn |_ so, hebt das Ol in der 
Pipette wieder bis zum oberen Skalenrand, stellt den Hahn wieder [~ und 
treibt nun noch einmal Gas aus bzw. wiederholt das so oft, bis das 
Differentialmanometer keine Druckdifferenz zeigt. 

Der Apparat ist ebenso montiert wie der Differentialapparat von 
Barcroft und ist kaum gréBer als dieser. Sein Vorteil ist, daB er keine 
Bestimmung eines Faktors und keine Berechnungen verlangt, sondern, 
da8 er ein sofortiges direktes Ablesen des Gasvolumens erlaubt. Er macht 
uns deshalb auch unabhiangig von der verwendeten Blut- und Reagenzien- 
menge. Bedingung ist nur, daB in das KompensationsgefaB genau so viel 
Fliissigkeit (Wasser oder Reagenz) kommt, daB die Volumina auf beiden 
Seiten gleich sind. Ferner mu8 die zu untersuchende Substanz immer in 
das rechte GefaB gebracht werden. Das linke dient nur zur Kompensation. 
Das Arbeiten mit diesem Apparat ist &4uBerst einfach und die Analyse dauert 
nur wenige Minuten und macht ihn deshalb besonders fiir klinisches Arbeiten 
geeignet. Seine Anwendbarkeit zu speziellen klinischen Aufgaben soll 
anderen Orts besprochen werden. 

Wir haben das priizise Arbeiten des Apparates so kontrolliert, daB 
wir den Apparat zuerst als gewéhnliches Differentialmanometer benutzten, 
indem die Analyse bei geschlossenem Differentialmanometer ausgefiihrt 
wurde. Aus der Niveaudifferenz des Differentialmanometers und dem nach 
Hoffmann-Miinzer-Neumann bestimmten Faktor wurde dann das Gas- 
volumen berechnet. Dann wurde der Hahn so gedreht, dab die Verbindung 
mit der Pipette hergestellt war, und nun das Volumen direkt bestimmt. 
Die Werte zeigen eine weitgehende Ubereinstimmung’). 

Als Beispiel fiir die Genauigkeit, mit welcher man arbeiten kann, 
dienen die folgenden drei Analysen aus dem Kapillarblut des Fingers: 


— 


Die Blutentnahme. 


Die Entnahme des Kapillarblutes zur CO,-Bestimmung geschieht 
mit der in Abb. 2 abgebildeten Trichterpipette. Diese wird zuerst bis oben 
mit Hg gefiillt. Dann kommt in den Trichter 2 cem der von uns friiher 
angegebenen NaO H-Saponincitratlésung*) oder so viel als nétig befunden 
wird, genau mit Pipette abgemessen. Dann schichtet man dariiber etwa 
leem Paraffindl. 


') Ein Fehler des Apparates wird durch die Luftsiéule vom |_ Hahn bis 
zum Olniveau in der Pipette bedingt, wodurch das Volumen auf dieser Seite 
etwas gréBer ausfallt. Der Fehler wird durch Anwendung eines Kapillar- 
rohres als Verbindungsstiick auf ein Minimum reduziert. 

2) Siehe Verzdr und Gara, Pfliigers Arch. 188, 255, 1920, sowie 
Verzdr und Keller, |. c. 
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Der Finger wird mit Ather abgewaschen, mit einer Frankenadel di: 
Fingerkuppe verletzt und sofort unter das O] in die Lésung getaucht 
Dabei soll der Arm abwarts haingen und nicht wagerecht gehalter 
werden. Man kann das Blut mit einem Glasstaébchen vorsichtig 
mit der Lésung vermischen, damit es gut hamolysiert und nicht 
sedimentiert. Man laBt im allgemeinen etwa 0,3 bis 0,6 ecm Blut 
zuflieBen. Offnet dann zuerst den oberen Hahn und dann vor 
sichtig den unteren und léBt das Hg so lange abflieBen, bis dix 
ganze wisserige Lésung zwischen Hg- und Paraffinél-Menisku- 
in die Skala fallt. Diese entspricht 4ccm und ist in 0,05 ccm 
eingeteilt, l46t aber noch 0,01 cem schitzen. Man bestimmt 
dann die Quantitaét der Fliissigkeit zwischen den beiden Menisken 
und zieht davon 2 cem, entsprechend der hinzugesetzten Lésung, 
ab. Die Differenz gibt die Blutmenge, die aus dem Finger 
geflossen ist. Man la8t dann vorsichtig das Hg abflieBen, bis 
die Blutlésung am Ende der Pipette erscheint. Dann nimmt man 
einen Rezipienten des Gasanalysenapparates, gibt in diesen 
1 bis 2 cem (genau gemessen) Saponinlésung und schichtet unter 
diese die Blutlésung indem man so lange zuflieBen J46t, bis das 
Paraffinédl an der Offnung erscheint. Man weiS dann genau, 
wieviel Fliissigkeit man in dem Rezipienten der einen Seite hat 
und mu8 auf die andere Seite dann genau soviel Wasser und 
Saponinlésung geben, damit der Apparat richtig nach dem 
Kompensationsprinzip funktioniert. 








Die Bestimmung des C 0,-Gehaltes. 


Diese geschieht nach dem bekannten Prinzip, wie es mit dem Barcro/t- 
Apparat angewendet wird. Das Blut muB8 zuerst mit Ferricyankalium in 
Methimoglobin umgewandelt werden. Dann la8t man Acid. tartaricum 
zuflieBen und bestimmt die Volumenzunahme. Gleichzeitig Ablesen 
von Barometer und Temperatur des Wasserbades und dann Umrechnen 
des erhaltenen Wertes auf 0° und 760 mm Hg mit Hilfe einer entsprechenden 
Tabelle '). 

Tabelle I11. 





O,sAufnahme Totale O,-Kapazitat C Oy*Gehalt 


Nr. | Blutmenge yitterentiale Modifiziert. Differential-. Modifiziert. Differential» Modifiziert 
apparat Appara apparat Apparat apparat Apparat 





7 0,6 14,4 14,3 137.3 137,2 344.6 342.2 
8 06 | 192 19,6 126,9 125.5 337,4 335.2 
9 |} O85 | 145 15,6 105,6 104.9 259,2 257,8 


Anmerkung: Alle Werte in Kubikmillimetern, nicht reduziert. 


Wir bemerken, da8 es wichtig ist, die Saponin- NaOH-Lésung unter 
Luftabschlu8 zu halten, damit keine CO, gebunden wird, und daf 
die Lésungen mit ausgekochtem Wasser gemacht werden. Die Lésung 
enthalt trotzdem immer etwas gebundene CO,. Das kann natiirlich 
bei der Bestimmung der CO, im Blute sehr stéren, wir haben deshalb 
entweder den CO,-Gehalt in besonderem Blindversuch bestimmt und in 
Abzug gebracht, oder wir brachten in das Kompensationsgefa8 genau 








1) Siehe Klin. Wochenschr. 1924. 
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soviel Saponinlésung und fiigten zu dieser ebensoviel Acid. tartaricum bei. 
Der CO,-Fehler war dann auf beiden Seiten vorhanden und kompensierte 
sich. 

Zusammenfassung. 


1. Der CO,-Gehalt des Kapillarblutes aus der Fingerbeere betragt 
50 Vol.-Proz. Ausnahmsweise kommen Werte von 40,8 bis 62,3 Proz. 
vor. 

2. Nach Treppenlaufen sinkt der CO,-Gehalt sehr bedeutend bis 
um 35,5 Proz. 

3. Es wird eine Modifikation des Barcroftschen Differential- 
apparates beschrieben, mit welchem ohne Faktorberechnung direkt 
absolute Werte zu erhalten sind. 

4. Ferner wird die spezielle Methodik zum Auffangen und Ana- 
lysieren des Kapillarblutes ohne Gasverlust beschrieben. 
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Weitere Untersuchungen 
iiber die Stoffwechselregulierung bei B. coli comm. III. 


Von 
F. Verzar und A. Zih. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Debreczen.) 
(Eingegangen am 29. Juli 1924.) 


Mit 7 Abbildungen im Text. 


In fritheren Untersuchungen!) wurde die Siurebildung von B. coli 
comm. untersucht. Dabei waren wir unter anderem zu dem Befunde 
gelangt, daB verschiedene Giftsubstanzen so wirken, daB sie die obere 
Grenze der Siurebildung, die fiir B. coli comm. typisch ist, herabsetzen 
Dies wurde sowohl fiir Athyl- als auch fiir Methylalkohol und Form- 
aldehyd gezeigt. Zweierlei ist méglich: 1. Entweder hemmen dies 
Gifte den Stoffwechsel so, daB es zu keiner so hohen Aciditét kommen 
kann wie normalerweise. In diesem Falle bestinde die Giftwirkung 
darin, daB sie sich zu der Hemmungswirkung der Saure, des Stoff- 
wechselproduktes hinzuaddiert, und deshalb die Stoffwechsellahmung 
schon bei einer weit niedrigeren Aciditét eintritt, als welche normaler- 
weise zu einer Hemmung des Stoffwechsels fihrt. Oder kénnte 2. die 
Wirkung der Gifte darin bestehen, daB sie die Vermehrung der Bakterien 
hemmen und es deshalb zu keiner solchen Aciditét kommt wie normal, 
weil die Anzahl der Bakterien zu gering ist, um dem Séuremaximum 
entsprechend genug Siure zu bilden. 

Um zwischen diesen beiden Méglichkeiten zu entscheiden, wurden 
die folgenden Versuche unternommen. 

Unsere Methodik war dabei genau dieselbe, wie bei unseren friiheren Ver- 
suchen: Ziichtung von B. colicomm. in je 100 cem I proz. Traubenzucker 
bouillon bei 37°C. Titration der Aciditét mit n/10 NaOH und Bestimmung 
der H’-Konzentration mit der kolorimetrischen Methode von Michaelis. 
Hierzu wurden je 2cem Bouillonkultur mit 18 cem destillierten Wassers 
verdiinnt. Die Gifte setzten wir zur Bouillon und zu der Kontrolle kam 
ebensoviel destilliertes Wasser. Die Ziaihlung der Keime wurde so aus- 
gefiihrt, daB tausend- und millionenfache Verdiinnungen der Kultur her- 
gestellt und davon je eine Platte mit Endoagar ausgegossen wurde. Die 
Resultate sind graphisch registriert. 


1) Verzdr, diese Zeitschr. $91, 1, 1918; Verzdr und Bégel, ebendaselbst 
108, 207, 1920; Verzdér, Ndbrdczky und Szdnyi, ebendaselbst 141, 13, 1923. 
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Die Wirkung von Giften auf den Endwert der H-lonenkonzentratiov. 
In der ersten Versuchsreihe priiften wir die Wirkung von einigen 
Giften auf den Endwert der H-lonenkonzentration, die die Kulturen 
in lproz. Traubenzuckerbouillon erreichen. In unseren friiheren Ver- 
suchen hatten wir diesen Endwert nur mit Titration bestimmt. 


Athylalkohol. 

Von fiinf tibereinstimmenden Versuchen ist der folgende ein Bei- 
spiel. Abb. 1 zeigt die erreichten py-Werte, Abb. 2 die durch Titration 
ermittelten Saéurewerte. 

ccm » 4 


Py, No OW 
4 ~ 









% 
a 3 
* 3% 
2 5% 
7% 7 
7% 
8 Oo 
Stunden SYunden 


Abb. 1. Versuch 5. Abb. 2. Versuch 5. 


Versuch 5. B. coli comm., Stamm 5, I proz. Traubenzuckerbouillon. 


Am Anfang pg = 7,2, titrierte Aciditét = 0,52 cem n/10 NaOH. 
Sauremaximum ohne Alkohol bei . . . - + + + Py = 4,60 


mit 4proz. Athylalkohol bei Py = 4,75 
» 6 ,, *» 2» + 6 + + Py = 5,31 
Se 99 9 © © 0 + Py = 7,20 


Methylalkohol. 
Von drei tibereinstimmenden Versuchen ist der folgende ein Bei- 
spiel (Abb. 3 und 4). 


Pr, Wo on 7 
4 4 




















oO 2% Stunden oO 2% 8 92 96 Stunden 
Abb. 3. Versuch 8. Abb. 4. Versuch 8. 


Versuch 8. B. coli comm., Stamm 5, I proz. Traubenzuckerbouillon. 


Am Anfang py = 7,2, titrierte Aciditaét 0,32 cem n/10 NaOH. 


Saéuremaximum ohne Alkohol bei . . . . - + + Dg 4,60 


- mit 6proz. Methylalkohol bei Pu 4,73 


* ee és on - + + Dy 5,18 
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Von zwei Versuchsreihen sei die — angefiihrt (Abb. 5 und 6 
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‘ “0 0 7 96 Stunden "0 98 96 Stunden 
i.) Abb. 5. Versuch 10. Abb. 6. Versuch 10. 
Th. Versuch 10. B. coli comm., Stamm 5, I proz. Traubenzuckerbouillo: 
: 1 Am Anfang py = 7,16, titrierte Aciditat 0,56 ccm n/10 NaOH pro 10 cem 
i Saéuremaximum ohne Formaldehyd bei. - + Py = 4,64 
| ” mit 0,01 proz. Formaldehyd_ bei - + Py = 4,72 
i os » O88 « ‘os e - + PR = 5,32 
ti ™ S wo im ~ + « S_ @ OAs 
W Mit allen drei Giften bleibt also die Saurebildung bei einer um so 
+ | geringeren H-Ionenkonzentration stehen, je gréBer die Giftkonzentration 
fl ist. Dieses Maximum stellt sich nach 48 Stunden ein. Methylalkoho! 
& erweist sich auch hier als schwicheres Gift als Athylalkohol. 





Gleichzeitige Bestimmung von Keimzahl und H'-Konzentration. 
) Es war nun zu untersuchen, wie sich die Zahl der Bakterien unter 
i dem Einflu8 dieser Giftkonzentrationen andert. Als Beispiel diene 
1 Versuch 11 mit Athylalkohol. 
Das Siuremaximum ist ohne Alkohol in 3-u. 5 proz.Athylalkohol nach 
: 48 Stunden erreicht. In 7 proz. findet iiberhaupt keine Séurebildung statt 
Die Zahl der Bakterien nimmt in den ersten 24 Stunden ohne 
: Alkohol auf das mehr als 1000000fache zu, um dann abzunehmen 
; und am vierten Tage ganz abzusterben 
Mit 3proz. Athylalkohol ist die Zu- 
nahme nur etwa 40000fach, mit 5 proz 
Athylalkohol sehr verspitet nach 
48 Stunden nur etwa 1I3fach. In 
7proz. Alkohol sterben die Bakterien 
von Anfang an ab. Das Absterben 
dauert in schwicheren Lésungen etwa 
4 Tage, ebenso wie ohne Alkohol. 
Demnach ist die Ursache dafiu 
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- daB nach 24 bis 48 Stunden die Saure- 
ase 2. Veuen 13 bildung aufhért, daB die Vermehrung 
k — py — — — Zehl der Bakterien. er Bakterien aufhért. Die Ursach 
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dafiir, daB in Giftlésungen weniger Saure gebildet wird, ist nun, daB 
diese Gifte das Bakterienwachstum hemmen. Je stirker diese Hemmung 
ist, desto geringer wird die gebildete Siuremenge sein. Es ist zwar 
nicht méglich zu entscheiden, ob hier primar der SaéurebildungsprozeB 
oder die Vermehrung der Bakterien gehemmt wird; doch ist so viel 
klar, daB die Vermehrung der Bakterien und die Siurebildung derartig 
gekoppelt sind, daB beide zusammen gehemmt werden. 


Der Endwert der H'-lonenkonzentration. 

In unseren jetzigen Versuchen war die H’-Konzentration, bei der 
die weitere Saurebildung stehenblieb, geringer als in unseren friiheren 
Versuchen. Wahrend damals die Saéurebildung von allen untersuchten 
Staimmen genau bei p, 4,08 stehenblieb, finden wir jetzt héhere Werte. 
Wir haben damals eine Bouillon fir die ganze Versuchsserie verwendet, 
und es scheint uns wahrscheinlich, da8 darin die Konstanz unserer 
friiheren Befunde zu suchen ist. Nach unseren gegenwirtigen Befunden 
blieb die Saurebildung im Mittel von zehn Versuchen bei py 4,65 (in 
einem Falle bei py 4,77 und einem bei py 4,38), wihrend die anderen 
bis auf +0,05 hiermit zusammenfallen. 

Unsere Bestimmungen der H’-Konzentration wurden immer an Puffer- 
lésungen kontrolliert, die wieder nach Kolthoff und elektrometrisch eingestellt 
waren. Wir miissen also, ohne eine erschépfende Erklairung hierfiir geben 
zu kénnen, nur mitteilen, daB dieselben sowie andere Stamme, die vor mehr 
alseinem Jahr Saéure bis p, 4,08 entwickelten, jetzt bei py 4,60 schon aufhéren, 
weiter Séure zu bilden. Sonst wachsen die Stémme gut und wurden immer 
nur in wiederholt frisch tiberimpftem Zustand verwendet. 


Die Ursache des verschiedenartigen Siuremaximums diirfte in der 
Nahrbouillon zu suchen sein. Wir haben auf diese Méglichkeit schon 
friher verwiesen!). In weiteren Versuchen wurde deshalb versucht, 
in die Bedingungen, die hier eine Rolle spielen kénnten, einen Einblick 
zu bekommen. 


Versuch 14. In lproz. Traubenzuckerbouillon gab der Stamm 5 nach 
96 Stunden die folgenden Endwerte: py 4,70, 4,69, 4,65, 4,64. 

Versuch 15. In einem anderen Versuch nach 4 Tagen Stamm 5 py 4,62, 
Stamm 2 py 4,64, Stamm 3 py 4,60. 

Versuch 16. In 3proz. Traubenzuckerbouillon dieselben drei Stimme 
am vierten Tage: Stamm 5 py 4,55, Stamm 2 py 4,56, Stamm 3 py 4,7 
(4,58). 

Versuch 17. In 3proz. Traubenzuckerbouillon, die die vierfache Menge 
Pepton (also 4 Proz.) enthielt, erreichte am dritten Tage Stamm 5 py 4,58, 
Stamm 2 Py 4,60. 

Zur gleichen Zeit beide Stémme zur Kontrolle in gewéhnlicher 1 proz. 
Traubenzuckerbouillon untersucht, Stamm 5 Py 4,60, Stamm 2 py, 4,60. 

Versuch 18. Endlich wurde die Nahrbouillon auf die Hilfte einkonzen- 
triert und mit 3proz. Traubenzucker versetzt. Dabei dachten wir daran, 


1) Diese Zeitschr. 141, 19, 1923. 
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da8 eventuell die Konzentration der anderen Bouillonbestandteile, de: 
undefinierten Extraktionsstoffe, von Einflu8 auf die Siurebildung sein kan: 

Stamm 5 erreichte am dritten Tage py 4,55, Stamm 3 py, 4,60. Zur 
gleichen Zeit die Kontrollen in gewéhnlicher 3 proz. Traubenzuckerbouillon 
Stamm 5 p, 4,55 und Stamm 2 py 4,60. 

Diese Versuche zeigen also nur, daB Zucker, Pepton und Bouillon 
konzentration den Endwert der Aciditat, bei welchem die weiter 
Saurebildung stehenbleibt, unbeeinfluBt lassen. Der Faktor, der ge- 
legentlich dennoch zu einer anderen Saurebildung gefiihrt hat, blieb 
unaufgedeckt. 

Das Resultat dieser Versuche ist das folgende: 

1. Die Saurebildung von B. coli comm. wird durch Athyl- und 
Methylalkohol sowie Formaldehyd gehemmt, so daB der Endwert de: 
H’-Konzentration, den die Kulturen nach 2 bis 3 Tagen erreichen. 
um so niedriger ist, je mehr Gift zur Nahrlésung hinzugesetzt wird 

2. Die Ursache fiir diese Verminderung der Aciditatsgrenze ist, 
daB diese Gifte die Vermehrung der Bakterienyhemmen. Dadurch 
daB es zu keiner solchen Zunahme der Keime kommt, wird auch die 
Menge der gebildeten Saure geringer. 

3. Eine direkte primaire Beeinflussung des Séurebildungsprozesses 
durch die Gifte ist demnach nicht nachzuweisen. Vermehrung und 
Saurebildung sind so gekoppelt, daB beide zusammen beeinfluBt werden. 

4. Die H-Konzentration, bis zu welcher B. coli comm. Siure 
bildet, war in diesen Versuchen rund py = 4,65. Dieser Wert ist 
héher als der in einer friiheren Mitteilung gefundene. Die Differenz 
kénnte auf unbekannten Verschiedenheiten des Nahrbodens beruhen. 
Der Zucker-, Pepton- und Extraktivstoffgehalt der Nahrbouillon 
erklart diese Differenz nicht. 
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Uber Auxoureasen. 
Der Mechanismus der Kalkwirkung. 


Von 


Rudolf Kochmann. 
(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit in Berlin.) 


(Eingegangen am 30. Juli 1924.) 


Hosokawa") hat im hiesigen Laboratorium gefunden, daB Zusatz 
von Calcium und Strontium die Ureasewirkung steigert. In dieser 
Untersuchung wird versucht, in den Mechanismus der Calciumwirkung 
tiefer einzudringen. 

Es wurde dieselbe Methodik angewandt, wie in den friitheren Arbeiten 
des Laboratoriums. In jeden Kolben kamen 0,3 ccm Olivenél zum Ver- 
meiden des Schaumens und 1,0 cem Toluol als Antiseptikum. Die Harnstoff- 
lésung war immer 2proz., stets wurden je 20 cem verwandt. Die benutzten 
Salzlésungen waren | proz. Als Ferment kam Arlco-Urease aus Jackbohnen 
zur Verwendung, nur in einem Falle wurde Sojaurease benutzt. Die in 
jedem Falle angewandte Fermentmenge wird immer besonders vermerkt. 

Ferment und Harnstoff wurden, wenn nicht anders angegeben, in 
Soerensenscher Phosphatmischung gelést (9,078 g primares Kaliumphosphat 
auf 1000 cem Wasser, 11,876 g sekundires Natriumphosphat auf 1000 cem 
Wasser — gemischt werden 350 ccm der Kaliumphosphatlésung mit 650 cem 
der Natriumphosphatlésung. pg des Gemisches nach der Indikatoren- 
methode: 7,2). 

Die Kolben wurden nach dem Fermentzusatz sofort geschlossen und 
fiir etwa 22 Stunden (in einigen Versuchen fiir 46 Stunden) im Brutschrank 
gelassen. Darauf folgte die iibliche Wasserdampfdestillation von 25 Minuten 
Dauer. Das iiberdestillierte Ammoniak wurde in n/10 H,SO, aufgefangen, 
die Kohlensiiure durch Kochen entfernt und schlieBlich die verbrauchte 
Saure durch Titration ermittelt. 


Versuch 1 (46 Stunden Brutschrank). 


20,0 Harnstoff 10,0 Ferment (0,04 proz.) 17,15 16,95 18,95 16,95 
20 NaCl, 10,0 o (0,04 ,, ) 184 199 
20 KCl a 10,0 2 (0,04 ., ) 19,85 19,2 
20 CaCl, ,, 00 |. (004 , ) 412 398 


1) Diese Zeitschr. 149, 363, 1924. 
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260 R. Kochmann: 


Versuch 2 
2H,O 20 U* nach 10 Minuten 10,0 Ferment (0,04 proz.) 13,2 12.7 
2NaCi ®@U*+ , W Re 10,0 Me (0,04 ) 126 13.5 
2KCi @M@U* ,. WwW ~ 10,0 a (0,04 ) 1335 12,55 
2 CaCl, 20 U*+ , 10 a 10,0 * (0,04 ) 343 32.4 


Calcium hat also einen deutlich steigernden EinfluB auf die Urease- 
wirkung, wie das auch Hosokawa gefunden hatte. Die Priifung de: 
Frage, ob Natrium oder Kalium diese Calciumwirkung hemmen, wurde 
in folgenden Untersuchungen vorgenommen : 


Versuch 3, 
2 CaCl, 10,0 Ferment nach 5 Minuten 2,0 NaCl 20 U* 41,2 407 
2 CaCl, 10,0 “ 5 ® 20 KCI 20 U* 4195 409 
2KCI 100 ps eae a 2,0 NaCl 20 U*+ 227 235 
Versuch 4, 


2 CaCl, 2 NaCl 10 Ferment 20 U*+ 30,6 28,5 
2CaCl,2KCl 10 . 220U* 312 298 
2KCl 2NaCl10 | %®U* 161 155 


Aus dem Vergleich der Versuche 1 und 2 mit den Versuchen 3 
und 4 geht hervor, daB die Calcitumwirkung in dieser Versuchsanordnung 
durch andere Salze nicht beeinfluBt wird. Da aus den Versuchen von 
Hosokawa bereits zu ersehen war, daB die Reihenfolge, in der die wirk- 
samen Agenzien miteinander gemischt werden, von groBer Bedeutung 
ist, war es nunmehr notwendig, zuniachst eindeutig zu priifen, ob dic 
Auxowirkung des Calciums am Ferment oder am Harnstoff angreift. 


Versuch 5. 
2 CaCl, 2 KCl 10 Ferment nach 10 Minuten 20 U* 314 30,15 
2 CaCl, 2 KCl 20 U* = s 10 Ferment 34,3 33,9 
2 CaCl, 10 Ferment , 10 mA 20 U* 33,55 27,1 
2 CaCl, 20 U* oo. me 10 Ferment 32,6 32,1 


Klarer fiel die Wiederholung dieses Versuches in gleicher Anord- 
nung aus: 


Versuch 6 
2 CaCl, 2 KCl 10 Ferment nach 10 Minuten 20 U~ 28,35 29,05 
2 CaCl, 2 KCl 20 U* — tA 10 Ferment 32,8 36,0 
2 CaCl, 10 Ferment , 10 a 20 U* 29,1 28,45 
2 CaCl, 20 U* oan - 10 Ferment 32,5 34.0 


Wir beobachteten also einige UnregelmaBigkeiten in den Kontrollen 
Das ist anscheinend bei dieser besonders empfindlichen Versuchs- 
anordnung nicht immer zu vermeiden. Jedenfalls haben wir iiberal! 
verstiirkte Harnstoffspaltung, die stirkste aber da, wo das Calcium 
zuerst auf den Harnstoff einwirken konnte. Zunachst kénnen wir un- 
mit diesen Versuchen begniigen, da sie zu den Beobachtungen Hosokawas 
mit Strontium in Ubereinstimmung stehen und auch im weiteren 
Verlaufe unserer Untersuchungen gestiitzt werden. 
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Man darf sich aber nicht mit einer Annahme fiir die Erklarung fiir 
\uxowirkungen begniigen, sondern muB mit verschiedenen Angriffs- 
punkten rechnen. So haben wir weiter gepriift, ob Calcium dem Ferment 
gegentiber eine Schutzwirkung ausiibt. Das geléste Ferment verliert 
allmahlich seine Wirkung. Es wire nun denkbar, daB die Calcium- 
wirkung sich auch in einem Schutz des Ferments gegen die Zerstérung 
geltend macht. Folgende Versuche dienen zur Priifung dieser Frage: 


Versuch 7. 
|. 2 CaCl, 10 Ferment 20 U* 24 Std. Brutschrank 94,75 92.2 
2. 2 CaCl, 10 » aie | 2H,O 20 U* 82,55  verungliickt 
3.2H,O 10, inom segeccat 2 CaCl, 20 Ut 75,3 76,6 
4 2H,0 10 12 H,O 20 U* 186 26.0 


In diesem Versuche wurde eine Sojaurease in 0,3proz. Lésung 
verwandt. 2. bis 4. liefen insgesamt 46 Stunden. Die Schutzwirkung 
des Calciums (2.) ist sehr deutlich gegeniiber 4., wird aber von 3., wo der 
Versuch im ersten Stadium ohne Calcium ist, fast eingeholt. Ob hier 
nur der Fermentrest geschiitzt wird oder ob es sich um andere Auxo- 
wirkungen handelt, laBt sich durch diesen Versuch noch nicht ent- 
scheiden. 

Der Versuch wurde mit einem frisch eingetroffenen Jackbohnen- 
ferment (Arlco-Urease) wiederholt (Fermentlésung 0,04 proz.). 


Versuch &. 
2 CaCl, 10 Ferment ) a6 2H,O 20U* 174 17,7 
2H,O 10 8 ee} 2 CaCl, Ut 435 «40 
. fa |2H,O 20U* 26 31 
4H,O 10 * 20 U* 24 Std. Brutschrank 6,2 6,65 


Hier ist die Schutzwirkung sehr deutlich. Da das neue Ferment 
relativ schwach war, wurde der Versuch mit einer 0,08 proz. Ferment- 
lésung wiederholt. 

Versuch 9. 
See ey os os Decne, | Se 68 93 
ae. ae Pre wean ‘ 
2 CaCl, 10 . 20 U* 24 Std. Brutschrank 27,75 = 27,1 

Hier ist der Beweis des Fermentschutzes eindeutig geliefert, da 
die Wirkung der Fermentlésung, die 24 Stunden mit Calcium vor- 
behandelt war, die Wirkung des sofort in Gegenwart von Calcium 
wirkenden Ferments sogar iibertraf. 

Es wurde auch noch einmal gepriift, inwieweit die Calctumwirkung 
von der Konzentration abhingig ist. Die Wirkung steigt mit der Kon- 
zentration, wie das auch Hosokawa schon gefunden hatte: 


Versuch 10. 
. 05 CaCl, 10 Ferment 20 U* 108 11,55 
. 10 CaCl, 10 m 20 U* 1445 146 
' ‘aCi, 10 a 20 U* 19.1) 19.55 
. 40 CaCcl, 10 re 20 U* 23.0 22.9 
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262 R. Kochmann: 


Die Mischungen 1. bis 3. waren durch Wasser auf das gleich 
Volumen wie 4. gebracht worden. 


Bisher steht also fest: 1. daB Calcium in Phosphatlésung di: 
Ureasewirkung proportional seiner Konzentration steigert; 2. dal 
Calcium das Ferment, das nicht in Wirksamkeit ist, weil ihm der Harn- 
stoff als Substrat fehlt, vor der Zersetzung schiitzt; 3. daB auch das 
vorher der Selbstzersetzung ausgelieferte Ferment durch Calcium. 
zusatz noch in der Wirkung gesteigert wird. 

Zur Erklarung des Mechanismus dieser Wirkungen kniipften wi: 
an die Tatsache an, daB Calcium und Strontium, welche ja beide wirksam 
sind, in dem Phosphatmilieu Niederschlage bilden, wihrend die un- 
wirksamen Kalium- und Natriumverbindungen dies nicht tun. Es 
war also daran zu denken, da$B das Ferment durch Adsorption an den 
Niederschlag in seiner Wirkung gesteigert wird. Ein derartiger Zu- 
sammenhang wire nach den Beobachtungen Willstdtters méglich 
nach denen es bei der Adsorption von Enzymen durch Abtrennung von 
stérenden Begleitstoffen zu einer Wirkungssteigerung kommen kann 
Auch bei der von Jacoby") beschriebenen Ureaseadsorption an Fibrin- 
flocken kénnte nach den Versuchen von Hosokawa eine Steigerung 
durch Adsorption im Spiele sein. 

Zunichst wurde gepritft, ob Calcium auch in wiisseriger Lésung 
seine Wirkung ausiibt. 

Versuch 11. Wiederholung 
1. 2 CaCl, 10 Ferment 20U* 55 44 71 62 
2 2 H,O 10 . 20 U*+ 166 163 1885 18.2 
4.2 


CaCl, 10 =, =— 20 Ut «61,15 59,55 
H,O 10 , 20U* 4655 442 


In Reihe 1. und 2. waren Ferment und Harnstoff in destil- 
liertem Wasser, in Reihe 3. und 4. in Phosphatgemisch gelést. 

Das Resultat ist tiberraschend: In wisseriger Lésung scheint 
Calcium sogar einen hemmenden EinfluB auf das Ferment auszuiiben 
Da aber die Reaktionsverhiltnisse in der wasserigen Lésung und in 
der Phosphatlésung sehr verschieden waren, wurde noch ein anderer 
Weg zur Prifung der Frage eingeschlagen. 

Die Pufferung der Gemische wurde mit n Na-Acetatlésung 
hergestellt. Die Wasserstoffionenkonzentration dieser filtrierten un 
absolut klaren Lésung entsprach derjenigen der bisher verwandten 
Phosphatlésung. Calcium gab in der Acetatlésung keinen Niederschlag 
Erst am SchluB des Versuchs nach Beendigung der Fermentwirkung 
waren die Acetatgemische milchig getriibt, aber auch jetzt bestand kein 
grob-disperser Niederschlag. 


i 1) Diese Zeitschr. 74, 93, 1916. 
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Auxoureasen. 263 


In den nachsten Versuchen wurde eine 0,16proz. Fermentlésung 


benutzt. 
Versuch 12. 
2H,O 10 Ferment 20 U* }. - { 378 39,85 
2 CaCl, 10 is 20 U+ j; Phosphatlosung | 54057 
2H,O 10 x 90 U* i .; — { 82 8.05 
2 CaCl, 10 = 20 Ut | in Acetatlésung | 82 70 


In der Phosphatlésung sehen wir die tibliche Steigerung durch 
Calcium, in der Acetatlésung keine Steigerung, aber tiberhaupt sehr 
niedrige Zahlen. Da die Reaktion iiberall die gleiche war, konnte 
vielleicht die hohe Konzentration der Acetatlésung die Hemmung der 
Ureasewirkung verschulden. Der Versuch wurde deshalb mit n/5 Acetat- 
lésung wiederholt. Auch hier zeigte sich am SchluB der Versuche eine 
leichte Triibung in den Mischungen. Im ibrigen fielen die Resultate 
ganz aihnlich aus wie im vorigen Versuche. 

Versuch 13. 


2 CaCl, 10 Ferment 20 U* in n/l Na-Acetat 80 83 
2H,O 10 M 20 U+ ,, n/5 ne 99 118 
2 CaCl, 10 ‘ 20 U* ,, n/5 a 95 9,05 


Also auch so war es nicht méglich, die Frage der Calciumwirkung 
zu klaren. 

Wenn die Calciumwirkung wirklich nur auf Adsorption beruhen 
sollte, so muBte ein anderes Adsorbens wie z. B. die Kohle dieselbe 
Wirkung ausiiben. Ich benutzte von Kahlbaum bezogene ,,Knochen- 
kohle gepulvert*’, die ein sehr fein gepulvertes Priparat ist. Die Kohle 
wurde in einzelnen Portionen auf Uhrglischen mit der Analysenwage 
genau abgewogen und mit je 2 cem destillierten Wassers in den Versuchs- 
kolben gespiilt. 

Versuch 14 (46 Stunden Brutschrank). 


2H,O 10mg Kohle 10 Ferment 20 U* 51,35 503 
2H,0 10 " = U* 37.0 38,0 
2 CaCl, a 20 U+ 54,35 51.9 


Ferment und Harnstoff waren in Phosphatmischung gelést. Es 
ergibt sich also eine iiberraschend weitgehende Ubereinstimmung 
zwischen der Calcium- und der Kohlewirkung. Auch kleinere Mengen 
Kohle waren hoch wirksam: 

Versuch 14. 


2H,O 5mg Kohle 10 Ferment 20 U~ 43,0 41,25 
2H,O 10, , 0 , £=2U* 473 50,1 
2 H,O 10 i 20 U* 31,6 318 
2 CaCl, 10 8386, «=—§-- AH U+ 483 500 


Versuch 16 (46 Stunden Brutschrank). 


2 H,O } mg Kohle 10 Ferment 20 U* 51,35 543 
2 H,O 2 , © , 2@Ut 5115 536 
2H,O5, . 1 |. 2U*+ 5855 575 
2 H,O 10 36,0, DOU «4383 | 44.85 
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264 R. Kochmann: 


DaB Calcium und Kohle an sich Harnstoff nicht zu spalten ver. 
mégen, ergibt sich aus folgenden Versuchen: 


Versuch 17. 
2 CaCl, 20 U* 35 295 3,1 3,2 
2H,O0 Smg Kohle 20U* 3,1 3,6 


Ist die Fermentanregung durch Calcium in der Tat nur Adsorptions- 
wirkung, so muB diese Wirkung wegfallen, wenn der Calciumphosphat- 
niederschlag vor dem Fermentzusatz abfiltriert wird. Um das zu priifen, 
wurden die tiblichen Mengen Calciumchlorid zu der Harnstoffphosphat- 
lésung zugesetzt und der Niederschlag durch Filtrieren restlos entfernt. 
Das Filtrat war voéllig klar, bei Zusatz von Natriumphosphat entstand 
kein Niederschlag, so daB Calciumionen anscheinend nicht vorhanden 
waren. Die Aciditit (pq 7,2) war unverindert dieselbe wie in der un- 
filtrierten Lésung, die als Kontrolle mit angesetzt wurde. Erst nach dem 
Filtrieren wurden Ol, Toluol und das Ferment in wisseriger Lisung 
zugesetzt. Die filtrierten Lésungen blieben auch nach 24stiindigem 
Aufenthalt im Brutschrank véllig klar. Das Resultat brachte eine 
Uberraschung : 

Versuch 18. 

2 CaCl, 20 U* (einmal filtriert) 10 Ferment (in H,O) 80,85 795 
2H,O 20 Ut 1 ., (, HeO) 27,9 27,15 
Versuch 19. 

2 CaCl, 20 U* (zweimal filtriert) 10 Ferment (in H,O) 11665 1124 
2H,O 2U+({ , ee to) sr ee. ae 
2 CaCl, 20 U* 10 ie (,, H,O) 47,85 50,25 

An eine Adsorptionswirkung ist hier nicht zu denken. Durch die 
Entfernung des Calciumphosphatniederschlages scheint eher ein 
Hemmungsfaktor beseitigt zu sein. Also muB das Calciumion in einer 
anderen Weise seine Wirkung entfalten kénnen. Schon in fritheren 
Versuchen (5 und 6) fiel auf, daB die Calciumwirkung am deutlichsten 
hervortrat, wenn das Calciumchlorid zuerst mit dem Harnstoff in Be- 
rihrung gebracht wurde. Nun ist es bekannt, daB der Harnstoff mit 
verschiedenen anorganischen Salzen Komplexverbindungen eingeht. 
so mit Calcium die Verbindung [(Ca(OCN,H,).](NO 3). Es handelt 
sich hier um eine der Einlagerungsverbindungen, die Werner eingehend 
untersucht hat. Vielleicht wird der HarnstoffspaltungsprozeB durch 
intermediaére Bildung einer Komplexverbindung aus dem Grunde 
beschleunigt, weil der Harnstoff in komplexer Bindung iiberhaupt 
leichter gespalten wird. Hiervon hat sich Jacoby schon vor Jahren in 
nicht besonders veréffentlichten Versuchen mit dem ihm von Werner 
tiberlassenen Hexaharnstoffchromibromid [Cr (OC N, H,),] Br, iiberzeugt. 
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Bei den Aminosiuren haben Jacoby und Umeda’) bereits gepriift, 
ob etwa die betreffenden Ureide leichter gespalten werden als Harnstoff. 
Das war nicht der Fall. Es ist aber auch hier nicht ausgeschlossen, daB 
komplexe Verbindungen in Frage kommen. Da vermutlich das Enzym 
mit dem Substrat zunichst eine komplexe Verbindung eingehen muB, 
nach Jacoby*) sogar vielleicht nur Stoffe fermentativ gespalten werden, 
die geeignet sind, in eine Komplexverbindung einzutreten, ist es durch- 
aus naheliegend, an solche Zusammenhinge zu denken 

Experimentell wiire nunmehr zu priifen: 

1. Ob die Calciumwirkung ausbleibt, wenn man das Calciumchlorid 
mit der Phosphatlésung vor Zusatz des Harnstoffs mischt und filtriert ; 
das ist sehr wahrscheinlich. 

2. Ob nach geeigneter Behandlung, d. h. nach Zerstérung der etwa 
gebildeten Komplexverbindung Calcium in dem Filtrat noch nach- 
weisbar ist. 

So viel kann man schon mit Bestimmtheit sagen, daB die Calcium- 
wirkung nicht einheitlich als Adsorptionswirkung aufgefaBt werden 
darf. Wir haben uns auch experimentell davon tiberzeugt, daB die 
sogenannte Schutzwirkung des Calciums (Versuch 8 und 9) nicht als 
Adsorptionswirkung gedeutet werden kann. Denn ein Parallelversuch 
mit Tierkohle ergab bei entsprechender Versuchsanordnung nicht den 
gleichen Effekt : 

Versuch 20. 


H,O 10mg Kohle 10 Ferment 10,0 12,8 


|2 i? 
24 Std. Brutschrank, - U* eile 8.2 


to 


2H,O 10 ‘,40 
2 CaCl, 10 j dann susroetst =| 90 Ut 672 63,25 


Ferment und Harnstoff waren in Phosphatmischung geldst. 

Calcium ist anscheinend eine Substanz, welche nach verschiedenen 
Richtungen hin bei Fermentvorgiingen eingreifen kann. Wir méchten 
hier hervorheben, daB es wohl als Bindeglied zwischen spezifisch ab- 
gestimmten Reaktionskomponenten funktionieren kann. Es sind aber 
noch weitere Untersuchungen notwendig, um den Mechanismus der 
Calciumwirkung véllig aufzuklaren 

Im AnschluB an die Versuche von Hosokawa, in denen sich bei 
bestimmten Versuchsanordnungen eine antagonistische Wirkung des 
Magnesiums gegeniiber Strontium bei Ureaseversuchen gezeigt hatte, 
habe ich dann noch untersucht, inwieweit die Magnesiumwirkung die 
des Calciums beeinflussen kann. 


1) Diese Zeitschr. 68, 23, 1914. 
2) Jahresbericht iiber die gesamte Physiologie usw. 1 (Bericht iiber das 
Jahr 1920), 182. 
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Versuch 21. 


0,5 MgCl, (4 proz.) 1,5 H,O 10 Ferment 20 U* 4405 445 
1,0 MgCl, (4 ,, ) 10 H,O 10 e 20 U+ 449 — 
2,0 MgCl, (4 ) 10 : 20 U* 58,1 594 


Versuch 22. 


15 H,O 0,5 MgCl, (4 proz.) 2 CaCl, 10 Ferment 20 U+ 642 61,25 
10 H,O 10 MgCl, (4, )2CaCl,10 , 20U* 6875 734 

20 MgCl, (4 . )2CaCl 10 | 20U* 818 840 
2 H,O 2CaCl, 10 . 20U* 806 821 


Versuch 23. 
2 CaCl, 2 NaCl 10 Ferment (0,08 proz.) 20 U* 2655 268 
2MgCi,2 NaCl (1 proz.) 10 , (008 ,, ) 20U* 1225 120 
2 CaCl, 2 MgCl, (1 , ) 10 | (008 | ) 20U* 2165 2145 

In groBen Dosen kann also Magnesiumchlorid die Ureasewirkung 
direkt steigern (Versuch 21). Umgekehrt wirkt Magnesiumchlorid 
der Calciumwirkung in kleinen Dosen entgegen (Versuch 22 und 23) 
Auch diese Versuche kénnen nur als Material dienen, das die Klirung 
allmahlich vorbereitet. Aber schon jetzt erkennt man, daB hier sehr 
interessante Beziehungen vorliegen. bey 

Zusammenfassung. 

Calcium steigert die Ureasewirkung, und zwar entsprechend seiner 
Konzentration. Calcium wirkt am stirksten, wenn es auf den Harnstoff 
vor dem Fermentzusatz einwirkt. Bringt man das Ferment mit Calcium 
in Abwesenheit von Harnstoff zusammen, so bemerkt man, daB es das 
Ferment fiir langere Zeit vor der spontanen Zerstérung schiitzt. Uber- 
laBt man die Urease zuniichst der spontanen Zersetzung und laBt sic 
dann in Gegenwart von Calcium wirken, so ist auch dann das Ferment 
wirksamer als in Abwesenheit von Calcium. 

LaBt man die Urease in wisseriger Lésung auf Harnstoff einwirken 
oder puffert man die Lésung anstatt mit Phosphat mit Natriumacetat., 
so beobachtet man keine Wirkungssteigerung durch Calcium. Da 
Calciumchlorid mit den Phosphaten einen Niederschlag von Calcium- 
phosphat, das nach Jacoby und Shimizu Urease adsorbiert, bildet, 
wurde gepriift, ob etwa die Wirkungssteigerung durch Adsorption des 
Ferments an den Niederschlag zustande kommt. Das ist nicht der Fall. 
denn auch das Harnstoff enthaltende Filtrat der Calciumphosphat- 
mischung, in dem durch Phosphorsiure kein Calcium mehr direkt 
nachweisbar ist, wirkt noch verstirkend auf das Ferment. Bei diesen 
Untersuchungen ergab sich, daB Kohlepulver schon in sehr kleinen 
Mengen die Ureasewirkung steigert; die beim Calcium beobachtete 
Schutzwirkung gegeniiber dem Ferment kommt aber der Kohle nicht zu 

Wahrend Magnesium an und fir sich in groBen Dosen die Urease- 
wirkung steigern kann, hemmt es bei geeigneter Versuchsanordnung 
die Calciumwirkung. 
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Man sieht also, daB schon ein einzelner Auxokérper der Urease an 
verschiedenen Punkten angreifen kann. So haben wir feststellen kénnen, 
daB ein Teil der Calciumwirkung sicher eine Schutzwirkung gegeniiber 
der spontanen Fermentzersetzung ist. Aber darin erschépft sich nicht 
die ganze Calciumwirkung. Nakagawa‘) hatte das bei den Aminosiuren 
theoretisch fiir die Auxokérper angenommen, weil in Abwesenheit 
eines Auxokérpers das Zeitgesetz nicht gilt. Anzustreben ist, den Schutz- 
kérper nach Beendigung der beabsichtigten Schutzwirkung auszuschalten. 
Das hatte schon Hosokawa versucht, indem er die antagonistische 
Wirkung des Magnesiums gegeniiber dem Strontium benutzte. Damals 
wurden noch keine klaren Resultate tiber diesen Punkt erhalten. 
Man wird also diese Frage jetzt weiter studieren miissen. 


1) Mitt. a. d. med. Fak. d. Kais. Univ. Tokio 28, H. 2, 8S. 383, 1922. 
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Physikalisch-chemische Untersuchungen iiber die Harnsiure. 
Il. Mitteilung: 


Cher die hydrotropische Beeinflussung der Harnsiure. 


Von 


Rudolf Stern. 
(Aus der medizinischen Klinik der Universitat Breslau.) 


(Eingegangen am 30. Juli 1924.) 


Nachdem in der vorigen Mitteilung (1) gezeigt worden ist, daB die 
Harnsiiure!) in wiisseriger Lésung als Kolloid vorhanden sein kann, 
daB aber die GesetzmiBigkeiten dieser Kolloidentstehung noch der 
Aufklirung harren, erschien es von groBem Interesse festzustellen, 
ob es andere, scharf prizisierbare Bedingungen gibt, unter denen die 
Harnsiure sich in gréBeren Mengen in Wasser lést, als den von His (3) 
ermittelten und neuerdings von Biltz (4) bestatigten Werten entspricht. 
Es lag nahe, hier die Erscheinungen der Hydrotropie zum weiteren 
Studium heranzuziehen. Mit der Beschreibung dieser Erscheinungen 
hat Newberg (5) im Jahre 1916 der Chemie ein neues Gebiet erschlossen. 
Als Hydrotropie bezeichnete er die Eigenschaft, die zahlreiche Salze 
besitzen, in Wasser schwer lésliche Substanzen in wisserige Lésung 
tiberzufiihren, ohne daB offenbar eine chemische Umsetzung dabei 
stattfindet. Er hat damals ein ungeheuer groBes Tatsachenmaterial 
mitgeteilt, wahrend er sich tiber die Theorie seiner so wichtigen Ent- 
deckung noch nicht abschlieBend hat auBern wollen. ,,Unbekannte 
Affinitatskrafte und rein physikalische Einfliisse diirften bei den hydro- 
tropischen Erscheinungen vereint sein.“ 

Neuberg hat auch bereits beschrieben, daB die Harnsiure hydro- 
tropisch beeinfluBbar ist. Er hat in 40- bis 50proz. Lésungen von 
Natriumbenzoat, hippursaurem Natrium, valeriansaurem Kalium und 
phenylessigsaurem Natrium Harnsiure in erheblich gréBerem Umfange 
zur Lésung gebracht als in destilliertem Wasser. Allerdings wurden 
einzelne dieser sehr konzentrierten Harnsiiurelésungen bei lingerem 
Stehen tribe. Angeregt von seinen Versuchen steckte ich mir folgende 
Ziele : 


1) Ich gebrauche dieses Wort hier ebenso wie Kohler (2) im weiteren 
Sinne, d. h. verstehe darunter auch die harnsauren Salze. 
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1. Ich wollte Neubergs Versuche quantitativ gestalten, d.h. fest- 
stellen, welche genaue Menge von Harnsiure bei Zusatz hydrotropisch 
wirksamer Salze in Lésung gebracht werden kann. 

2. Ich wollte priifen, ob und in welechem Umfange diese erhéhte 
Lislichkeit eine dauernde ist. Bei der groBen Neigung der Harnsiure, 
schon an und fiir sich tibersiittigte Lésungen zu bilden, muBte ich mein 
besonderes Augenmerk darauf richten, hier jede Fehlerquelle auszu- 
schlieBen. 

3. Es schien mir vor allem von gréBtem Interesse, ob die hydro- 
tropische Beeinflussung besonders durch solche Salze zu erzielen ist, 
die als Heilmittel der Gicht bekannt sind und tiber deren Wirkungs- 
mechanismus in dieser Hinsicht noch nichts AbschlieBendes bekannt ist. 

Ich begann meine Untersuchungen mit salicylsaurem Natrium, 
dessen hydrotropische Fiahigkeiten Neuberg auBer auf Harnsiure 
auch bereits an schwer léslichen Carbonaten und Phosphaten nach- 
gewiesen hatte. 

Um meine oben erwaihnten Ziele zu erreichen, und um jede Fehler- 
quelle der Ubersiittigung zu vermeiden, muBte ich fiir diese Versuche 
denselben Weg wiahlen, den schon His eingeschlagen hatte, und dessen 
Notwendigkeit Biltz und Herrmann') neuerdings wieder scharf hervor- 
gehoben haben: Das Schiitteln der zu untersuchenden Lésungen mit 
Bodenkérper wihrend einer gréBeren Zahl von Stunden. Die quan- 
titative Analyse der in Lésung gegangenen Harnsaure stellte ich ebenso 
wie His derart an, daB ich den ungelésten Riickstand zuriickwog. Zur 
Kontrolle bestimmte ich gelegentlich im klaren Filtrate den Stickstoff 
nach Kjeldahl, da mir zum Eindampfen keine geniigend groBe Platin- 
schale zur Verfiigung stand. Die so erhaltenen Werte zeigten leidliche 
Ubereinstimmung. 

Ich ging nun in folgender Weise vor: Zwei véllig gleiche 21, Liter 
fassende Glasflaschen mit eingeschliffenem Stopfen wurden sorgfaltig 
nach der Ostwald schen Methode ausgedampft. In jede gab ich 2000 mg 
Harnsiure und fiigte in die erste 2 Liter Wasser, in die zweite 2 Liter 
einer 0,1 proz. Lésung von salicylsaurem Natrium hinzu. Dieses sowohl 
wie die Harnsiiure waren stets analysenreine Priparate von Merck 
oder Kahlbaum. Die Harnsiure reinigte ich gewéhnlich selbst nochmals 
durch Umfillen titber das Natriumsalz und mehrmaliges Umkristalli- 
sieren aus heiBem Wasser. Das Wasser, das ich verwendete, war zuniichst 
das gewoéhnliche destillierte Wasser unseres Laboratoriums; spater 
verwendete ich Kahlbaumsches Leitfihigkeitswasser. Uber die Fehler- 
quelle, die durch das Wasser verursacht wird, werde ich weiter unten 


1) Es ist mir ein Bediirfnis, Herrn Prof. Biltz und Fraulein Dr. Herrmann 
auch an dieser Stelle fiir ihre wertvollen Ratschlage besten Dank zu sagen. 
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ausfiithrlich sprechen. Ich wihlte fiir das salicylsaure Natrium eine so 
sehr geringe Konzentration, obwohl Neuberg ausdriicklich hervorhebt 
daB der hydrotropische Effekt an konzentrierten Lésungen sehr vic] | 
besser zu beobachten ist als an verdiinnten. Mir lag aber daran, Zahlen- [| 
verhaltnisse zu wahlen, die sich wenigstens in der GréBenordnung mit 
den in der Gichttherapie verwendeten Dosen deckten. Die in oben 
beschriebener Weise beschickten Flaschen wurden dann auf eine 
Schiittelmaschine gebracht und gewéhnlich 4, manchmal auch 8 Stunden 
geschiittelt. Ich fand ebenso wie Biltz und Herrmann, daB nach 4 Stunden 
' keine Anderung der Léslichkeit mehr eintrat. Ebenso wie Biltz muBbte 
+H ich mich damit begniigen, die Temperatur von 18°C, die wihrend der 
H Versuche im Laboratorium gewéhnlich herrschte, als konstant anzu- 
nehmen und hierbei entstehende kleine Fehlerquellen zu vernachlissigen 
Ich konnte dies um so mehr, als ich ja nicht die von His und Biltz 
exakt gemessene absolute Léslichkeit nachpriifen, sondern lediglich 
die unter véllig gleichen Bedingungen hydrotropisch verursachte 
Léslichkeitserhéhung vergleichsweise feststellen wollte. Alles kam 
darauf an, ob der hierbei entstehende Ausschlag geniigend groB und 
| geniigend konstant sein wiirde. 
ne Nach dem Schiitteln wurden die Lésungen sofort durch gewogenen 
Goochtiegel durchgesaugt. Ich verwendete dazu die erst kiirzlich von 
Schott in den Handel gebrachten Glastiegel, mit denen es sich auBer- 
ordentlich rasch und angenehm arbeiten laBt. Die an den Wanden der 
Flaschen haftenden Bodenkérperteilchen wurden durch mehrmaliges 
Nachspiilen mit dem betreffenden Filtrat gleichfalls auf den Tiege! 
gebracht. Gewéhnlich geniigte zwei- bis dreimaliges Durchsaugen, 
um ein vollig klares Filtrat zu erhalten. Die Tiegel wurden dann im 
Vakuumexsikkator bis zur Gewichtskonstanz getrocknet, um die 
Fehlerquelle der Erhitzung im Trockenschrank zu vermeiden. 

Bei dieser Versuchsanordnung erhielt ich bereits einen deutlichen, 
wenn auch sehr schwachen, hydrotropischen Effekt. Aus der beifolgenden 
Tabelle ist ersichtlich, daB die Erhéhung der Léslichkeit durch das 
salicylsaure Natrium so konstant ist, daB man von einem sicheren 
Effekt sprechen kann, auch wenn die absoluten Werte eine erhebliche 
Streuung zeigen. Die Tatsache, daB im Durchschnitt die Kontrollwerte 
fir reines Wasser eine um fast 50 Proz. héhere Léoslichkeit zeigen 
als die von His und Biltz ermittelte, muB zweifellos dem nicht geniigend 
reinen Wasser zur Last gelegt werden. Aus technischen Griinden war 
ia es nicht méglich, diesem Ubelstande abzuhelfen, und, wie ich schon 
} oben ausgefiihrt habe, scheint mir diese Fehlerquelle nicht allzu wichtig. 
da die Ausschlige, die ich bei Hinzufiigung der hydrotropisch wirksamen | 
Substanz erhielt, konstant und geniigend groB waren. Dies war be- 
sonders dann der Fall, als ich von der 0,1 proz. zu einer 1 proz. Lésung 
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von salicylsaurem Natron tiberging. Ich glaubte, dies tun zu kénnen, 
ohne meinem leitenden Gesichtspunkte untreu zu werden, da ja Bondi 
und Jacoby (6) fir die Salicylsiure direkt eine Anhiufung an den 
Orten pathologischen Geschehens konstatiert haben. Bei der 1 proz. 
Lésung betrug also der hydrotropische Effekt bereits 100 Proz., d. h. es 
wurde in ihr doppelt so viel Harnsiure gelést gefunden wie in der gleich- 
miBig behandelten Kontrolle mit reinem Wasser. 

Die Salicylpraparate sind in der Behandlung der Arthritis urica 
allméhlich fast ganz verdringt worden durch die 2-Phenyl-4-Chinolin- 
carbonséure, das von Dohrn in die klinische Medizin eingefiihrte Atophan. 
Uber seinen pharmakologischen Angriffspunkt ist bereits manches 
bekannt [Dohrn (7), Frank und Pietrulla (8), Frank und Przedborski (9)). 
Immerhin schien es von groBem Interesse, ob seinem tiberlegenen 
therapeutischen Effekt auch in vitro noch gréBere hydrotropische 
Fahigkeiten gegeniiber der Harnsaéure entsprechen, als sie beim Natrium- 
salicylat nachweisbar waren. Ich verwendete zunichst Atophanyl, 
also eine Kombination von Atophan und salicylsaurem Natron, und 
konnte dabei bereits feststellen, daB der hydrotropische Effekt ganz 
erheblich gréBer war, als den enthaltenen Mengen von Salicylat nach 
meinen friitheren Untersuchungen entsprechen konnte. Spiter ver- 
wendete ich das reine Natriumsalz des Atophans in einer Konzentration 
von 0,1 Proz.1). Aus der am Schlusse beigefiigten Tabelle ist nun er- 
sichtlich, daB die hydrotropische Wirkung des Atophannatriums bereits 
in dieser geringen Konzentration rund 200 Proz. betrug, d. h., es wurde 
bei Verwendung dieses Praiparats ungefihr dreimal soviel Harnsiure 
in Lésung gebracht als in der Kontrolle. 

Es ist also in der Tat der Fall und sicherlich recht bemerkenswert, 
da8B das Atophannatrium in zehnfach schwiicherer Konzentration 
doppelt so stark hydrotropisch auf Harnsiure wirkt wie das Salicylat. 

Was nun den zweiten Punkt anlangt, auf den ich mein besonderes 
Augenmerk richten wollte, so war dies die Frage, ob die hydrotropisch 
erhéhte Léslichkeit der Harnsiiure als eine echte, d. h. stabile aufgefaBt 
werden kann. Die von Gudzent (10) ausgebaute Lactam-Lactimtheorie 
und besonders die von Kohler (11) studierten Ubersittigungserschei- 
nungen®), die als bekannt vorausgesetzt werden diirfen, muBten zu 
gréBter Vorsicht in der Beurteilung des beobachteten Effekts mahnen. 
Aber abgesehen davon, daB durch vier- bis achtstiindiges Schiitteln 


1) Fiir die freundliche Uberlassung dieses Priparats bin ich der 
Chemischen Fabrik auf Aktien, vorm. Schering, zu besonderem Dank ver- 
pflichtet, um so mehr, als ihre gew6hnlichen Handelspraparate einen geringen 
Eucainzusatz enthalten, der bei meinen Versuchen stérend gewesen wire. 

2) Gudzent (12) selbst stellt neuerdings seine Theorie zugunsten der 
Kohlerschen Auffassung zuriick. 
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mit dem Bodenkérper nach Ansicht aller Autoren, die sich eingehern 
mit der Harnsiure beschiaftigt haben, ein dauerndes Gleichgewicih' 
sicher hergestellt ist, habe ich die den hydrotropischen Effekt zeigende 
Lésungen monatelang aufbewahrt, ohne je Triibung, geschweige Aus- 
fallungen in ihnen wahrzunehmen. Ich glaube also, daf man berechtigi 
ist, die hydrotropische Wirksamkeit der Natriumsalze der Salicylsdur; 
und des Atophans nicht nur als sicheren, sondern auch als dauernden 
Effekt aufzufassen. 

SchlieBlich méchte ich noch erwaihnen, daB ich auch an folgende 
Fehlerquelle gedacht habe: Die hydrotropisch wirksamen Salze kénnten 
das py des Lésungswassers veriindern, und wir wissen ja aus den ein- 
gehenden Untersuchungen von Kohler (2), Jung (13) und Harpuder (14), 
daB die Léslichkeit der Harnsiure unter anderen auch eine Funktion 
des py ist. Obwohl nun so groBe Schwankungen der Léslichkeit als 
abhingig von py nach den eben zitierten Untersuchungen undenkba 
erschienen, habe ich doch die verwendeten Lésungen von Atophan- 
natrium mit der Methode von L. Michaelis kolorimetrisch bestimmt 
und nicht den mindesten Unterschied zwischen ihnen und dem 
reinen Leitfahigkeitswasser gefunden. Damit diirfte auch diese Fehler- 
quelle als ausgeschaltet gelten. 

Noch eine zweite Fehlerquelle bzw. andere Deutungsméglichkeit 
mu kurz erortert werden. Es kann sich bei meinen Versuchen meines 
Erachtens nicht darum handeln, daB die Steigerung der Léslichkeit 
der Harnsiure auf einer etwaigen Salzbildung mit dem Natriumion 
des zugesetzten hydrotropen Salzes beruht. Nach Lundén (15) ist die 
Harnsiure etwa 1000mal schwicher als die Salicylsiiure. Ihre Disso- 
ziationskonstante ist 1,5.10—4, die der Salicylsiure 1,02.10-°. Man 
kann leicht auch mathematisch abschitzen, daB praktisch eine Ver- 
drangung der Salicylsiure durch die Harnsiéure nicht eintreten kann. 
Ubrigens hat auch schon Gudzent (16) gezeigt, daB die Léslichkeit der 
Harnsaure in n/10 NaH, PO,-Lésung nicht im mindesten gréBer ist 
als in reinem Wasser. Dies stimmt durchaus mit meiner Auffassung 
iiberein, daB die erhéhte Léslichkeit in meinen Versuchen auf einer 
hydrotropen Wirksamkeit der verwendeten Salze beruht, einer Wirksam- 
keit, die das Natriumphosphat ja zweifellos nicht besitzt. Beim Atophan- 
natrium liegen die Verhiltnisse etwas komplizierter, weil meines Wissens 
die Dissoziationskonstante des reinen Atophans, das ja im Wasser 
fast unléslich ist, noch gar nicht gemessen ist. Hier scheint mir aber 
eine andere Uberlegung meine Auffassung von der hydrotropen Wirksam- 
keit des Atophannatriums zu stiitzen. Gerade weil das reine Atophan 
in Wasser praktisch unléslich ist [vgl. Nicolaier-Dohrn (17)}. miBte in 
meinen Versuchen aus seiner Natriumverbindung verdrangtes Atophan 
ausfallen, wenn eine Bildung von harnsaurem Natron stattfinden wiirde. 
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Eine solehe Ausfaillung tritt ja natirlich ein, wenn man Atophan- 
natriumlésungen zu starkeren Sauren, z. B. n/100 Essigsiure hinzugibt. 
Ich habe aber festgestellt, daB man zu gesittigten Harnsiurelésungen 
Atophannatriumlésungen in viel héherer Konzentration, als wie ich 
sie in meinen hydrotropischen Versuchen verwendet habe, hinzufiigen 
kann, ohne daB auch nur die leiseste Triibung, geschweige denn die 
Andeutung eines Niederschlages zu beobachten ist. Es scheint also 
ziemlich sichergestellt, daB in meinen Versuchen die erhéhte Léslichkeit 
nicht auf einer Bildung des leichter léslichen Mononatriumurats beruht, 
sondern wirklich einen hydrotropischen Effekt darstellt. 

Eine biologische Auswertung dieser Resultate soll erst versucht 
werden, wenn die weiteren im Gange befindlichen Untersuchungen 
zum AbschluB gekommen sind. 


Tabelle ausgewahliter Versuchsprotokolle. 








mg geléste Harnsaure pro Liter Rotations». Tem- 

1924 ; daucr _ peratur 
in | dest. Wasser Std. °C 
16.11. . . .| 0,1 Proz. Natrium salicylicum 50 38 4 18 
2 re . “ me 74 37 4 16 
ak » Atophanyl 104 28 4 17 

= 0,1 Proz. Atophan-Natrium 
0,1 . Natrium salicylicum Leitfahigkeits., 
wasser 
5.IV. . . 0,1 Proz. Atophan-Natrium 122 4 18 
Ox. oe e * 129 41 8 19 
6. VI. 0,12 , - . 134 42 8 19 
10. VIT. 02 , 1. - 182 43 8 22 
Literatur. 
1) Stern, diese Zeitschr., dieser Band. — 2) Kohler und Kriiger, 


Zeitschr. f. klin. Med. 97, 381; daselbst Verzeichnis der alteren Arbeiten 
von Kohler. — 3) His und Paul, Zeitschr. f. physiol. Chem. 31. — 4) Biltz 
und Herrmann, Ann. 431, 1; L. Herrmann, Inaug.-Diss., Breslau 1923. — 
5) Neuberg, diese Zeitschr. 76. s. auch Tamba (unter Neuberg), ebendaselbst 
145; R. Stern, ebendaselbst 144. — 6) Bondi und Jacoby, Beitr. z. chem. 
Physiol. u. Pathol. 7, 514; Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 102, 1. — 
7) Dohrn, Zeitschr. f. klin. Med. 74. — 8) Frank-Pietrulla, Arch. f. exper. 
Pathol. u. Pharm. 77, 361. — 9) Frank-Przedborski, ebendaselbst 68; s. auch 
Frank-Bauch, Berl. klin. Wochenschr. 1911. — 10) Gudzent, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 68 und 89. — 11) Kohler, Ergebn. d. inn. Med. 1919. — 
12) Gudzent, Zeitschr. f. klin. Med. 99. — 13) Jung, Helv. chim. acta 5 
und 6. — 14) Harpuder, diese Zeitschr. 148. — 15) Lundén, Affinitats- 
messungen an schwachen Séuren und Basen, Sammlung chem. u. chem.- 
techn. Vortrige 14. — 16) Gudzent, Zeitschr. f. physiol. Chem. 68, 457. — 
17) Nicolaier-Dohrn, Arch. f. klin. Med. 98, 332. 
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Uber einen Fall von Porphyrinurie. 
Von 
P. Hari. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénig]. ungar. Universiti: 
Budapest.) 


(Eingegangen am 31. Juli 1924.) 


Seit den eingehenden Arbeiten von H. Fischer einerseits und 
O. Schumm andererseits ist die Frage der Porphyrinurie wenigstens 
so weit geklart, als es als erwiesen erachtet werden kann, daB im Harn 
weder Haimato- noch aber Mesoporphyrin ausgeschieden wird, sondern 
in weitaus den meisten Fallen von Porphyrinurie ein von den beiden 
genannten verschiedenes Porphyrin, das sogenannte Koproporphyrin. 
CygH3gN,O, (das auBerdem auch in jedem normalen Menschenkot 
enthalten ist), und nur in den Fallen der sogenannten kongenitalen 
Porphyrinurie wird ein viertes von den vorgenannten wieder verschiedenes 
Porphyrin, das sogenannte Uroporphyrin, Cy Hug Ng Oyg, ausgeschieden'). 

Vor einigen Jahren hatte ich?) Gelegenheit, spektrophotometrische 
Bestimmungen an dem aus einem Porphyrinharn (allerdings sicher 
nicht chemisch rein) isolierten Farbstoff auszufiihren, und konnte mit 
groBer Wahrscheinlichkeit annehmen, ,.daB der von mir untersuchte 
Farbstoff ..., wenn auch dem Hamatoporphyrin recht nahe stehend, 
dennoch mit Himatoporphyrin nicht identisch war, ...“‘. Den Schwierig- 
keiten, die sich in den letzten Kriegsjahren, noch mehr in der ersten 
Nachkriegszeit, in der Beschaffung der Fachliteratur besonders hier- 
zulande fiihlbar machten und erst seit kurzem gelindert erscheinen, 
ist es einerseits zuzuschreiben, daB ich den von mir untersuchten Fall 
seinerzeit nicht so klar deuten konnte, wie dies heute méglich ist, 
andererseits aber auch, daB gewisse Mangel in der experimentellen 
Bearbeitung des Falles unterlaufen sind, deren Folgen mir erst nach- 
triglich bewuBt wurden. 

Den aus dem Harn mittels des Salkowskischen Verfahrens®) iso- 
lierten Farbstoff habe ich mit Salzsiure und Alkohol verrieben und das 
Filtrat sofort mit einer starken wasserigen Ammoniaklésung itiber- 
sittigt; dabei fiel ein Teil des Farbstoffs als Niederschlag zu Boden, 
ein anderer Teil war in Lésung verblieben. Diese Lésung war es, an 
der ich zuniachst die spektrophotometrische Untersuchung vornahm. 
um auf diesem Wege die Lage der Absorptionsmaxima festzustellen. 





1) O. Schumm, H. 119, 139, 1922; 126, 169, 1923. — *) Pawl Hari. 
diese Zeitschr. 185, 344, 1922. — *) EF. Salkowski, H. 15, 294, 1891. 
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Die so erhaltenen Werte sollen nun mit denen verglichen werden, 
die Schumm") an wisserig-alkalischen Lésungen (n/l10 KOH) von 
Hamato-, Meso-, Uro- und Koproporphyrin erhalten hatte. 

Nun kénnte es aber leicht bemangelt werden, daB ich ammoniak- 
alkoholische Lésungen mit den mit n/l10 KOH bereiteten Lisungen 
anderer Farbstoffe vergleiche, zuamal da Schumm an ammoniak-alkoholi- 
schen Hamatoporphyrin- und Mesoporphyrinlésungen wesentlich andere, 
nachfolgend zusammengestellte Absorptionsstreifen als an den ent- 
sprechenden Lésungen in n/10 KOH erhalten hatte: 











iastegearhy de 2) Mesoporphyrin 3) Stuenatapenphguin 2) Mesoporphyrin *) 
bei 621 au bei 619.6 au bei 530,5 uu bei 529.5 au 
, 595.5, thy , 503,7 , , 0025 , 
, 5762, _ es . ~~ 2 , 496 . 
. a: . 7 a < a.» se « 





Nur ist zu bedenken, daB Schumm zur Bereitung dieser seiner 
Léisungen 99 ccm 98proz. Alkohols verwendet hat, zu denen er 1 com 
wasseriger Ammoniakliésung (spezifisches Gewicht 0,96) hinzufiigte ; 
ferner wurde in diesem Gemisch nicht freies Porphyrin, sondern das 
Chlorhydrat gelést. Diese Spektra kénnen, wenn man sie mit dem 
weiter unten mitzuteilenden alkalischen und sauren Spektren vergleicht, 
auch so aufgefaBt werden, daB sie (z. B. am Himatoporphyrin) sowohl 
Absorptionsstreifen der alkalischen Lésung, 621, 566, 503,7, als auch 
solehe der sauren Lésung, 595,5 und 576,2, enthalten, natiirlich nebst 
anderen neueren Streifen. 

Hingegen enthielt die von mir bereitete Lésung, ohne da ich 
deren relativen Alkohol- bzw. Ammoniakgehalt genau angeben kénnte, 
unverhaltnismaBig mehr starken wisserigen Ammoniak (und ent- 
sprechend weniger Alkohol), so daB sie figlich mit den Schummschen 
alkalischen Lésungen in KOH verglichen werden kann. Zu diesem 
Vergleiche dient die nachstehende Zusammenstellung : 

















Meso- | Hamato- Kopro- Hi rt ee Uros 
| porphyrin | porphyrin | porphyrin Priparat | Praparat II] Porphyrin 
| ees (629 und617| 6185 617,5 616 616 6113 
5 — 566 565.5 565 562 5593 
paying lity —'¢) 541 538.3 536 535 538.4 
ow 504 503.3 501 arn 5018 


1) O. Schumm, H. 98, 171, 1916. — #) Derselbe, H. 90, 15, 1914. — *) Der- 
selbe, H. 90, 23, 1914. — *) Beziiglich der iibrigen Maxima ist bei Meso- 
porphyrin in der betreffenden Tabelle angegeben, daB ,,Form und Ort 
etwas schwankend“ sind. An einer anderen Stelle (H. 90, 29, 1914) sagt der- 
selbe Autor beziiglich dieser Maxima, daB ,,... Anordnung, Form und 
Intensitatsverhiltnisse je nach dem Gehalt der Lésung an Kaliumhydroxyd 
und ihrer Behandlung (Lufteinwirkung) wechseln“. 


18* 
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Aus dieser Zusammenstellung, in der die Farbstoffe so geordnet sind. 
daB das Absorptionsmaximum eines jeden folgenden Farbstoffs weit«: 
nach Violett gelegen, also durch kleinere Wellenlangen gekennzeichne( 
ist, geht namentlich, wenn man die spektrale Lage des ersten in Ro‘ 
gelegenen Maximums betrachtet, unzweifelhaft hervor, daB der von mir 
beschriebene Farbstoff weder Meso-, noch aber Uroporphyrin gewesen 
sein kann. Von den beiden anderen Farbstoffen, dem Himato- uni 
dem Koproporphyrin ist es aber /etzteres, dem der von mir isolierte 
Farbstoff am nachsten steht!), so daB mit groBer Wahrscheinlichkeit 
angenommen werden darf, daB es sich auch in diesem seinem Ursprunge 
nach (wie ich seinerzeit berichtete) nicht geklirten Falle von Por- 
phyrinurie um Koproporphyrin gehandelt hatte. 

Diese Annahme wire zur unbedingten Sicherheit geworden, wenn 
der von mir isolierte Farbstoff auch in salzsaurer Lésung mit dem 
Koproporphyrin tibereingestimmt hatte, was aber, wie aus nachstehender 
Zusammenstellung ersichtlich, durchaus nicht der Fall war. Ich fiihre 
die auf die vier genannten Porphyrine beziiglichen Daten hier in der 
Reihenfolge an, wie sie in der Mitteilung von Schumm geordnet sind ; 
in den drei letzten Staben sind die von mir erhaltenen Daten enthalten: 











Uros Hamato- Kopros Mesos - a — 
porphyrin porphyrin porphyrin porphyrin ph) | | Prop Itt | Prap.l 

uu uu uu uu uu | uu uu 

= = = — = r — —— E | = 
T....| 5067 5953 | 593,1 5927 | 595 _ 595 
Ir...) S77 | 68745 | 573,56 | 5725 ! — | — _ 
— — | — —_ | — 559 | (559 562 
Im. ..| saa | sszo | seo | se? | — | — - 
IV...) 5263 | 526 5245 | 5240 528 | 524 527 
V...] sus | 511 509.3 | 509 ni a - 
*) B = Alkoholisch iakalische Lésung nach Ubersiuerung mit HCl. 
**) C = Alkoholisch-sal Lésung des durch A iak erzeugten Niederschlages. 








Aus dieser Zusammenstellung ist klar zu ersehen, daB in der salz. 
sauren Lésung des von mir isolierten Porphyrins das sehr schwach an- 
gedeutete erste Maximum?) und das sehr deutliche vierte*) Maximum 


1) Der ,,... stellenweise vorziiglichen Ubereinstimmung zwischen 
Lewin, Miethe und Stengers und meinen Befunden ...*“*, die ich seinerzeit 
(1. e., 8. 346) hervorgehoben habe, muB ich diese Bedeutung heute absprechen, 
zumal jene Angaben aus dem Jahre 1907 herriihren und uns zurzeit die 
weit verlaBlicheren Daten von Schumm aus den Jahren 1914 und 1916 zur 
Verfiigung stehen. 

2) Siehe meine Kurven, |. c, 8. 347 und 349. 

3) Meine seinerzeitige Angabe (lI. c., 8. 348): ,,Ein starkes Maximum 
fand sich an Praparat I bei 528 wy, an Praparat III bei 524 wy, also an einer 
Stelle, wo die iiberwiegende Mehrzahl der Autoren bisher kein Absorptions- 
maximum gefunden hatte (nur von Ellinger und Riesser ist in einem Falle 
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nahezu an derselben Spektralstelle gelegen sind, wie an den vier anderen 
Porphyrinen bei Schumm. Hingegen fehlen bei mir das zweite und dritte 
Maximum, und findet sich an ihrer Stelle ein dazwischen, bei etwa 559 
bzw. 562 uu gelegenes Maximum, das von den beiden genannten so weit 
entfernt ist, daB es sich hier keineswegs um einen Ablesungsfehler 
handeln kann. 

Die Ursache dieser Unstimmigkeit glaube ich in folgendem, 
bereits von H. Fischer betonten Umstande gefunden zu haben. Es 
tritt naimlich nach diesem Autor!), wenn der Barytniederschlag mit 
Salzsiure und Alkohol behandelt wird, Veresterung des Porphyrins ein; 
an einer anderen Stelle*) sagt derselbe Autor, daB die widersprechenden 
Angaben verschiedener Autoren tiber die Léslichkeit des aus dem Harn 
dargestellten Porphyrins von der Art seiner Darstellung verursacht 
werden, indem ,,... nach der Niederschlagung des Farbstoffs auf irgend 
eine Weise dieser wieder mit Alkohol-Mineralsiure in Lésung gebracht 
wurde. Hierdurch trat partielle Veresterung ein, ...“. So wie durch 
die partielle Veresterung eine mehr oder minder starke Anderung in 
der Léslichkeit der Priparate verursacht werden kann, ist es sehr 
plausibel, anzunehmen, daB auch eine qualitative (und quantitative) 
Anderung in seiner Lichtabsorption erfolgt ist; daher ich also kein 
reines, sondern mit dem Athylester verunreinigtes Porphyrin in salzsaurer 
Lésung untersucht hatte. 

Da mu man sich aber wieder fragen: Wie kommt es, daB mein 
mit Alkohol und Salzsiure verriebener Farbstoff, wenn er hierbei 
eine Veresterung erlitten hat, in der alkalischen (ammoniakalischen) 
Lésung ein mit den Porphyrinen im allgemeinen gut tibereinstimmendes, 
mitdem Koproporphyrin speziell vorziiglich tibereinstimmendes spektrales 
Verhalten zeigte ? Die Antwort ist einfach die, daB in dieser Versuchs- 
reihe A*) die Einwirkung von Alkohol und Salzsiure auf den Farbstoff 
eine tiberaus kurze gewesen ist, da sofort nach dem Verreiben des 
Niederschlages mit dem salzsauren Alkohol die Filiissigkeit filtriert 
und mit starkem Ammoniak im Uberschu8 versetzt wurde. Wahrend 
dieser kurzen Zeit konnte der Ester kaum in nennenswerter Menge 
gebildet worden sein; wohl war aber dies in den beiden weiteren Serien 
B*) und C5) der Fall, wo die alkoholisch-ammoniakalische Lésung 


von Trionalvergiftung unter anderen auch ein sehr schwacher Streifen 
bei 527 beschrieben, ist dahin richtigzustellen, da8 dieses Maximum zwar 
von H. Fischer im Jahre 1916 (H. 96, 180, 1916; 97, 125, 1916) nicht, wohl 
aber von Schumm bereits im Jahre 1914 (H. 90, 9 und 16, 1914) gesehen wurde. 

1) Hans Fischer, H. 95, 44, 1915. 

*) Derselbe, H. 97, 152, 1916. 

3) lc., S. 345. 

‘) Le, S. 346. 

5) Le, S. 348. 
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wieder mit Salzsiure tibersittigt bzw. der durch Ammoniak niede: 
geschlagene Farbstoff in Alkohol und starker Salzsiure gelést wurd: 
und nun der Farbstoff stundenlang vor und wahrend der Untersuchun, 
der Einwirkung von Alkohol und Salzsiure ausgesetzt war. 

Da auf diese Weise der in der salzsauren Lésung erhobene Befun« 
nicht gegen Koproporphyrin spricht, das spektrale Verhalten der am- 
moniakalischen Lésung aber deutlich auf die Anwesenheit von Kopro 
porphyrin hinweist, darf wohl mit gré8ter Wahrscheinlichkeit ange. 
nommen werden, daB auch in diesem (seiner Atiologie nach ungeklarten 
Falle von Porphyrinurie im Harn Koproporphyrin ausgeschieden wurd: 
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Uber die blutzuckerherabsetzende Wirkung von Pflanzen- 
extrakten und Oxydasen sowie den Nachweis von Fermenten 
im Insulin. 


Von 
Erhard Glaser und Lazar Wittner. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des pharmakognostischen Instituts 
der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 1. August 1924.) 


Der hohe Preis des Insulins, die unter Umstinden schwierige Be- 
schaffung desselben, die Unzulanglichkeiten, die sich bei der Herstellung 
ergeben kénnen, haben schon frihzeitig bewirkt, sich umzuschauen, 
ob nicht in der Natur Ersatzstoffe fiir dasselbe zu finden seien. Die 
ersten Bestrebungen in dieser Hinsicht gingen von Collip (1), Warner 
und Dixon, Winter und Smith (2) aus, denen es gelang, aus Hefe, Lattich, 
Zwiebelkraut und Rasengras Extrakte herzustellen, die, normalen 
Kaninchen injiziert, bei diesen den Zustand der Hypoglykimie herbei- 
zufiihren imstande waren. 

Es lagen derartige Versuche nahe, weil ja die Assimilation und 
Dissimilation der Kohlenhydrate auch in der Pflanzenwelt eine groBe 
Rolle spielt, somit zweifellos in dieser Richtung wirksame Agenzien 
vorhanden sein miissen, andererseits aber auch Hefen, z. B. bei der 
Behandlung des Diabetes nach Angaben einiger Kliniker, vielfach und 
schon lange mit gutem Erfolge im Gebrauche standen. 

Collip (1) konnte mit Injektionen von Zwiebelkrautextrakten einen 
pankreaslosen Hund 60 Tage frei von Glucosurie am Leben erhalten. 
Wird hypoglykimisches Blut einem Kaninchen im Reaktionsstadium 
entnommen und das Serum einem gesunden Tiere injiziert, so tritt 
auch beim zweiten Tiere nach einigen Tagen ein hypoglykimisches 
Stadium ein. Die mit Serum sowohl als auch mit Extrakt geimpften 
Tiere zeigen einen groBen Hunger, verlieren an Gewicht und gehen 
éfter hypoglykamisch ein. Als bemerkenswert wurde dabei hervor- 
gehoben, daB die Hypoglykaimie in mehreren Fallen erst nach einigen 
Tagen auftritt. Collip nannte dieses Prinzip Glucokinin und glaubte, 
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daB es vom Insulin verschieden wirkt, spricht sich aber iiber «i 
Wirkungsmechanismus nicht aus. Klinische Versuche wurden bishe 
keine ausgefiihrt. 

War es schon auffallig, daB bisher fiir indifferent geltende Pflanzey- 
extrakte blutzuckerherabsetzend wirken, so war die Mitteilung Singers (:3 
nicht ohne Interesse, welcher durch Proteinkérperzufuhr den diabetische:, 
Stoffwechsel in derselben Richtung beeinflussen konnte. Er dachi, 
dabei an eine durch Proteinkérper hervorgerufene Umstimmung wn! 
Leistungssteigerung bei einer besseren und lebhafteren Verbrennuny 
des Glykogens auf der Verbrauchsseite in den peripheren Geweben 
und in der Muskulatur und stiitzte sich auf das rasche Angreifen 
der Gewebsumstimmung und den reaktionslosen Ablauf der Protei: 
kérperbehandlung bei den Diabetikern, die bei knapper Ernahrung 
eine haufig beobachtete Kérpergewichtszunahme zeigen. Es wire dics 
eine Annahme, die im Sinne einer besseren Verwertung also Verbrennung 
der Kohlenhydrate sprechen wiirde. Ebenso miiBte auch die von A. Goit- 
schalk (4) gefundene Tatsache gewertet werden, daB die oxydoreduk- 
tiven Prozesse in Leber und Muskelzellen bei Caseosaninjektionen 
gegen die Norm gesteigert sind, was mit einer Zunahme der Gewebs- 
atmung von Leber und Muskelzellen erklirt wird. Die Proteinkérper- 
therapie hatte nach Singer demnach die Dauerhaftigkeit der Wirkung 
und die auffallend rasche Umstimmung vor dem Insulin voraus, welch 
letztere die tiberstiirzte Zuckermobilisierung dampfen soll. In letzte: 
Zeit haben C.H. Best und A. Scott (2) aus Kartoffeln, Reis, Weizen, 
Sellerie, Ribenwurzel durch Ausziehen mit 0,35 proz. salzsiurehaltigem 
70- bis 80proz. Alkohol neuerlich blutzuckerherabsetzende Extrakt« 
hergestellt. 

Wenn wir die Pflanzen, aus denen bisher derartige Stoffe extrahier' 
wurden, naiher betrachten, so sind es in der Regel rasch wachsende 
und junge Pflanzen, die auch noch dadurch ausgezeichnet sind, daB sie 
einen relativ auBerordentlichen Starkereichtum besitzen. Gleich hier 
soll aber auch erwahnt werden, daB allen diesen pflanzlichen Substanzen 
auch ein gewisser Fermentgehalt nachgesagt wird, insbesondere eine 
Oxydationsbeschleunigung autoxydabler Substanzen. Batelli uni 
Stern (5) fiihren eine groBe Anzahl von Pflanzen und ihre Untersucher 
an, welche diesbeziigliche Angaben machen. Es ist leicht einzusehen, 
daB hier die Méglichkeit von Zusammenhingen mit dem Insulin be- 
stehen kénnen. Bei letzterem hat ja Erh. Glaser (6) in einem kritischen 
Referat tiber den gegenwartigen Stand der Insulinfrage schon darau! 
hingewiesen, daB aus verschiedenen Umstanden auf einen Ferment- 
charakter desselben geschlossen werden kann. Jedenfalls scheinen 
diesbeziigliche Versuche sicher aktuell, vor allem um zu sehen, ob sich 
dabei nicht neue Gesichtspunkte ergeben wiirden, zumal die theoretisch: 
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Insulinforschung der Amerikaner sich in letzter Zeit mehr in chemischer 
Richtung bewegt, die biologische Seite jedoch beinahe ganz unberiick- 
sichtigt gelassen hat. 


Experimenteller Teil. 


Zunichst wurden Pflanzenextrakte hergestellt, und zwar ahnlich, wie 
Collip (1) seine Extrakte herstellte, weiter solche entsprechend der Vor- 
schrift des Insulinkomitees von Toronto, endlich soleche, wie sie Best und 
Scott (2) bei ihren Ausziigen anwendeten, d. h. mit salzsiurehaltigem Alkohol 
extrahiert. Die Art und Weise ist bei den einzelnen Versuchen genauer 
angegeben. Zur Bearbeitung herangezogen wurden Champignonpilze und 
Riiben, welch letztere wegen ihres Zuckerreichtums fiir diese Zwecke be- 
sonders geeignet sind. Es handelte sich zunichst darum, ob und in welchen 
Mengen sich derartige blutzuckerherabsetzende Substanzen in denselben 
nachweisen lieBen. 


Versuch mit Champignonpilzen und Riiben. 
1. Versuch. 29. Januar 1924. 


Erstes miannliches Kaninchen, Gewicht 2015 g, wurde mit 25 cem 
eines Champignonextraktes, der folgendermaBen dargestellt war, injiziert. 

300 g frisch gepfliickte, sorgfaltig gereinigte Champignonpilze wurden 
mittels einer zuvor steril gemachten Fleischhackmaschine fein zermahlen. 
Die auf diese Weise gewonnene Masse veriinderte bald ihr Aussehen an der 
Luft, indem sie sich stark dunkelbraun farbte. Sie wurde mit der fiinffachen 
Menge 96proz. Alkohols versetzt und unter haufigem Umriihren durch 
36 Stunden bei gewéhnlicher Temperatur stehengelassen. Die iiberstehende 
dunkelgefirbte Fliissigkeit wurde nun filtriert und der Riickstand, um die 
Extraktion méglichst vollstaéndig zu machen, abermals mit der gleichen 
Gewichtsmenge 96 proz. Alkohols versetzt, durch weitere 36 Stunden stehen- 
gelassen. Nach erfolgter Filtration und Auspressung des Riickstandes 
wurden die auf diese Weise gewonnenen Filtrate im Vakuum bei einer 
Temperatur zwischen 18 bis 25° eingeengt. 

Mit dem Verdampfen des Alkohols aber schied sich eine reichliche 
Menge fester Substanz aus, welche zum Teil auf der Fliissigkeit schwebte 
und an der Wand des EindampfgefaBes festhaftete, zum anderen Teil sich 
am Boden des GefiiBes abschied. Der mikroskopische Befund ergab eine 
Reihe von Kristallen, die in Form von Nadeln teils vereinzelt, teils zu Biischeln 
vereinigt waren. Von diesen wurde nun abfiltriert und das Filtrat in zwei 
gleiche Teile geteilt. 


A. Der eine von diesen wurde nun mit dem gleichen Volumen von 
Alkohol behandelt und im Vakuum bei einer Temperatur von 20 bis 25° 
so lange eingeengt, bis kein Alkohol mehr tiberging. Das auf diese Weise 
konzentrierte Volumen betrug 30 ccm; 25 cem davon wurden nun obigem 
Kaninchen subkutan ohne Verlust injiziert. Das injizierte Volumen ent- 
sprach 125 g Champignonpilzen. 


Reaktionen auf Eiwei8 und Fett, mit Millons Reagens einer-, und 
Sudanlésung andererseits waren negativ. Der Blutzucker wurde nach der 
Mikromethode nach Bang bestimmt. 
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Die Blutzuckerkontrolle war 0,127. 


29. I. 12630’ Blutzucker ... . 0,127 
29. I. 4 30 - ot oe 
30. I. 2 30 Pe ee. 
31.1. 11 30 - ee 
31. I. 3 30 wz c- +. oe 
1. If. 12 30 Pa roe 
lI. 5 00 5 ; : 0,13 


Das Tier wurde im gesunden Zustande in das Gehege zuriickgebracli' 
Eine am 8. Februar gemachte Blutzuckeruntersuchung ergab die Meng 
von 0,125 Proz. Blutzucker. 


2. Versuch. 13. Februar 1924. 175 g Champignon. 

B. Der andere Teil wurde gleichfalls mit dem gleichen Volumen 96 proz 
Alkohols behandelt und im Vakuum bei einer Temperatur von 20 bis 25 
bis zur Paste eingeengt. Letztere wurde nun so lange im Scheidetrichter mit 
Ather gewaschen, als die Atherschicht sich noch farbte. Sobald dies nicht 
mehr der Fall war, wurde nun zur Lésung solange 80proz. Alkohol zugesetzt, 
als noch eine Fiallung eintrat. Hierauf wurde zentrifugiert und die klar 
Lésung vom Abgesetzten abgehebert. Das auf diese Weise gewonnen 
Volumen betrug 40 cem. Es wurde nun mit absolutem Alkohol so lang: 
versetzt, bis der Prozentgehalt des letzteren auf 93 Proz. gestiegen war 
Schon auf Zusatz der ersten Tropfen absoluten Alkohols schied sich ein: 
reichliche Menge weiBer Substanz aus, die sich auf weiterem Alkoholzusatz 
rasch vermehrte. Die Lésung wurde iiber Nacht stehengelassen. 

Am Morgen des folgenden Tages hatte der Niederschlag sein urspriing 
liches Aussehen verandert, indem er eine dunkelbraune Farbe angenommen 
hatte. Er haftete so fest am Boden und Rande des GefaBes, daB die Fliissig 
keit bequem abgegossen werden konnte. Der Riickstand wurde nun in 
10 ccm Wasser gelést und durch ein Berkefeldfilter, welches zuvor durch 
Ausgliihen steril gemacht wurde, filtriert. Mit 5cem Wasser wurde nach 
gespult. Der auf diese Weise keimfrei gemachte Extrakt wurde nun einem 
Kaninchen von 2200g Gewicht am 13. Februar subkutan ohne Verlust 
injiziert. Das injizierte Volumen betrug 12 ccm entsprechend 1754 
Champignonpilzen. Die Reaktionen auf Eiwei8 und Fett waren negati\ 


Blutzuckerkontrolle 0,142. 
13.11. 3530’ Blutzucker. . . . 0,142 


13.11. 3 48 - . 2 = we 
14.11. 3 00 ” ‘os = oe 
14. IL. 7 00 9» —ee. 
15. II. 11 30 o a. -. 
15. II. 4 00 99 a 
16. II. 11 00 » cow & 
17. Il. 11 00 o 0,140 


Das Tier wurde in anscheinend normalem Zustande in das Geheg: 
zuriickgestellt. 
3. Versuch. 27. Februar 1924. 
Drittes Kaninchen, Weibchen, 2500 g schwer, wurde mit 35 ccm eine- 
Champignonextraktes, welcher folgendermaBen dargestellt wurde, injiziert. 
755 g frisch gepfliickte und gereinigte Champignonpilze wurden nac! 
dem Zerkleinern mit einer zuvor steril gemachten Fleischhackmaschin: 
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gunachst mit 2 Liter 96proz. Alkohols behandelt und unter haiufigem Um- 
rihren durch 40 Stunden bei gewéhnlicher Temperatur stehengelassen. 
Die dunkelgefirbte, iiberstehende Fliissigkeit wurde hierauf filtriert und 
der Riickstand mit weiteren 1000 ccm 96proz. Alkohols und 5ccm kon- 
zentrierter 36proz. Salzsiure behandelt, wodurch der gréBte Teil der vor- 
handenen EiweiBstoffe zur Fallung gebracht wurde. Nach Filtration der 
iiberstehenden Fliissigkeit wurde der Riickstand mit weiteren 500 cem 
Alkohol versetzt und gleich filtriert. Die auf diese Weise erhaltenen Filtrate 
wurden nun im Vakuum bei einer Temperatur von 18 bis 25° zur Sirup- 
konsistenz eingeengt. Die weitere Behandlung des Exéraktes erfolgte analog 
dem Versuche 2. 

Das injizierte Volumen betrug 35 ccm und wurde obigen Kaninchen 
am 27. Februar subkutan ohne Verlust injiziert. 


Blutzuckerkontrolle 0,144. 


27.11. 1230’ Blutzucker. ... 0,144 
27. II. 1 30 - oe Ser = ee 
27. II. 2 30 a ———. 
27.11. 4 30 i i a, ae 
28.11. 12 00 ms Bares 
28. IT. 3 30 fl sO es hy = 
29.11. 12 30 x vw en = 

29. I. 3 30 os ee 
30.11. 10 00 me 0,144 


Das Tier zeigte unmittelbar nach der Injektion, sowie einige Tage spater 
keine auffallende Veranderung. 


4. Versuch. 29. Mai 1924, 


Viertes Kaninchen, Gewicht 3248 g wurde mit 60 ccm eines Runkel- 
ribenextraktes, welcher wie folgt dargestellt wurde, injiziert. 

2570 g gereinigte Runkelriiben wurden mit einer zuvor sterilisierten 
Fleischhackmaschine zerkleinert. Infolge des groBen Wassergehaltes obigen 
Materials, erhielt man bald einen diinnfliissigen Brei, der auch nach einigem 
Stehen an der Luft sein Aussehen nicht merklich verinderte. Zu diesem 
wurden nun zwecks Extraktion mit Alkohol zuniachst 2 Liter 9%6proz. 
Alkohols hinzugefiigt und diese Mischung in einem Kolben bei gewéhnlicher 
Temperatur durch 36 Stunden stehengelassen. Hierauf wurde vom Riick- 
stand abfiltriert und letzterer mit weiteren 2 Litern 96proz. Alkohols 
versetzt und durch mehrere Tage stehengelassen. Nach erfolgter Filtration 
wurden dann die vereinigten Filtrate im Vakuum bei einer Temperatur von 
18 bis 25° bis zur Sirupkonsistenz eingeengt. 

Das so erhaltene Produkt wurde nun auf Fett, Eiwei8 und Kohlen- 
hydrate gepriift. Ersteres ergab eine negative Reaktion, hingegen waren 
die Eiwei8- und Kohlenhydratreaktionen, insbesondere letztere, stark 
positiv. Es muBte nun daran geschritten werden, das wirksame Prinzip 
méglichst frei von Kohlenhydraten zu gewinnen, andererseits die Ausbeute 
an wirksamer Substanz nicht allzu sehr zu verringern. Wir erreichten dies 
mit Hilfe der fraktionierten Fallung aus Alkoho]. Zu diesem Zwecke wurden 
nun zum Einengungsriickstand zuniichst so viel Alkohol zugesetzt, bis die 
Konzentration des letzteren 60 Proz. erreichte. Aisbald schied sich ein Teil 
der Kohlenhydrate, des EiweiBes und der anorganischen Salze aus, wahrend 
das wirksame Prinzip praktisch in Lésung blieb. Vom Ausgeschiedenen wurde 
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nun abfiltriert und das Filtrat im Vakuum bei 18 bis 25° neuerdings | 
zur Sirupkonsistenz cingeengt. Hierauf wurde die Fallung neuerdin, 


in 70proz. Lésung ausgefiihrt und diese Operation im gleichen Sinne mi 


80-, 85-, 88- und sodann in 94proz. alkoholischer Lésung durchgefiihr:, 


wobei die Fallungsgrenzen des Insulins genau beachtet wurden. Im letzt: 
Falle sollte sich somit dem Insulin gem&8 auch das aktive Prinzip v: 
kommen abscheiden. Nach erfolgter Filtration wurde der Riickstand 


méglichst wenig Wasser gelést und zwecks Reinigung neuerdings mit 
absolutem Alkohol in 95proz. Lésung gefallt. Es gelang auf diese Weis, 


ein Produkt zu gewignen, das mit Millons Reagenz keine EiweiGreaktiv 
zeigte und mit Fehlingscher Lésung eine ganz minimale Reduktion wal, 
nehmen lieB. Dieses wurde nun in 60 cem Wasser gelést und 56 ecm da\ 


obigem Kaninchen, Weibchen, am 29. Mai subkutan ohne Verlust injiziert. 


Blutzuckerkontrolle 0,136. 


29. V. 11600’ vorm. Blutzucker. . 0,136 
29.V. 12 00 es - <a 
29. V. 1 00 © . . 0,098 
29. V. 3 00 o . . 0,100 
30. V. 10 00 a ; = aes 
30. V. 4 00 a ,« ee 
1.VI. 12 00 ins . . ae 
1 VI. 3 30 am . - O28 
2. VI. 11 00 ‘ie + « MR 
3. VI. 330 i > AM Se 


Das Tier war unmittelbar nach der Injektion apathisch, erholte sich 
nach einigen Stunden und hatte dann Hei8hunger. Am 1. Juni wurde es 
dann scheinbar normal wieder in das Gehege zuriickgestellt. 


Aus diesen Versuchen ergibt sich demnach, daB tatsichlich sich 
auch in Champignonpilzen und Runkelriiben blutzuckerherabset zende 
offenbar den von Collip, Best und Scott gefundenen analoge Stoffe 
vorhanden sind. Die Blutzuckerherabsetzung entsprach ungefahr den 
von Collip angegebenen Zahlen, steigt mit der Menge des injizierten 
Extraktes, wobei es scheinbar ganz gleichgiiltig ist, ob der Extrakt 
auf die von Collip angegebene oder nach der Torontovorschrift des 
Insulins gemacht wurde. Saurezusatz zum Extraktionsmittel schein' 
zu schidligen, denn der auf diese Weise hergestellte Champignonextrakt 
erwies sich als unwirksam. Dieser Umstand gab uns zur Vermutung 
AnlaB, daB es sich bei diesen blutzuckerherabsetzenden Stoffen in den 
Pflanzen um Fermente handelt, von denen ja bekannt ist, daB sic 
curch Sauren, insbesondere Mineralsiuren, zerstért werden. Hierzu 
kommt noch, daB auch die Darstellungsweise der vorgenannten Sul- 
stanzen denen der Fermente im allgemeinen ahnelt. Schon Batell: 
und Stern (5) weisen in ihrem ausgezeichneten Referate darauf hin 
daB in den jungen empfindlichen Organen des Tier- und Pflanzenreiche- 
besonders eine Gattung von Fermenten, namlich die Oxydasen in den- 
selben, vorkommen, welche Kérper ja bei allen organischen Verbren- 
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nungen eine Rolle spielen. In der Tat sind auch fast bei allen bisher 
auf blutzuckerherabsetzende Stoffe untersuchten Pflanzen Peroxydasen 
bereits frither, allerdings nicht in diesem Zusammenhange nachgewiesen 
worden. So fanden Lehmann und Sano (7) in Kartoffeln und Weizen- 
kérnern, Ernest und Berger (8) in der Zuckerriibenrinde, Pringsheim (8) 
in den verschiedenen Pilzarten, Griiss (10) in der Hefe und im Hefe- 
preBsaft, Brocz Rousseau und Gain (11) in Getreidekérnern noch nach 
mehr als 100 Jahren aktive Fermentprinzipe, insbesondere Oxydasen. 
Es wurden daher Versuche unternommen, ob nicht mit aus Pflanzen 
hergestellten Fermenten direkt der Blutzucker beim Kaninchen herab- 
gesetzt werden kénnte. 


Versuche mit Fermenten, 


Von den Fermenten, welche an den in der lebenden Zelle sich ab- 
spielenden Oxydationsprozessen positiv oder negativ beteiligt sind, 
wurden Versuche mit Peroxydase aus Meerrettich, Katalase aus Schafs- 
leber und Tyrosinase aus Champignonpilzen gemacht. Die Art der 
Darstellung, die im groBen und ganzen nach Abderhalden (12) vor- 
genommen wurde, ist bei den einzelnen Versuchen angegeben. Bei der 
Katalase und Peroxydase wurde die Wertbestimmung vorgenommen. 


5. Versuch. 14. Marz 1924, 


Fiinftes Kaninchen, Weibchen, Gewicht 3248 g, wurde mit 60 ccm 
Champignonextrakt (Tyrosinase) injiziert. Dieselbe wurde auf die Weise 
hergestellt, daB 700g Champignonpilze nach vorhergegangener Reinigung 
mit einer Fleischhackmaschine fein zerkleinert wurden. Die gewonnene 
Masse wurde stark gepreSt und der PreBsaft in die fiinffache Menge 96 proz. 
Alkohols direkt einflieBen gelassen. Es schied sich sogleich eine groBe Menge 
fester Substanzen aus. Von diesen wurde rasch abfiltriert, das Filtrat ent- 
fernt und der Riickstand in Wasser unter Zusatz von 2proz. Toluol durch 
24 Stunden bei gewéhnlicher Temperatur digeriert. Hierauf wurde vom 
Ungelésten abfiltriert, das Filtrat im Vakuum auf ein geringes Volumen 
konzentriert und mit einigen Voluminis 96proz. Alkohols behandelt. Der 
ausfallende Niederschlag wurde nun absitzen gelassen, die iiberstehende 
Fliissigkeit dekantiert, der Riickstand in méglichst wenig Wasser gelist, 
durch Zusatz einer Spur Trikresollésung steril gemacht und 40 cem davon 
einem 2% kg schweren Kaninchen subkutan ohne Verlust injiziert. 


Blutzuckerkontrolle 0,142. 


14. III. 230’ Blutzucker. .. . 0,142 
14. 11l. 3 30 a owe: 2a 
14. 11l. 6 00 ag ae 
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Unmittelbar nach der Injektion war das Tier lahm und lag mit schlaffi 
Muskeln auf einer Seite. Nach einiger Zeit genas es, war aber sehr unruhi; 
Am 18. Marz wurde das Tier in scheinbar normalem Zustande dem Geheg 
zuriickgestellt. 

6. Versuch. 30. Marz 1924. 


Sechstes Kaninchen, Weibchen, 2900g Gewicht, wurde mit eine: 
Schafsleberextrakt (Katalase), welche auf folgende Weise hergestellt war, 
injiziert. 

300 g Schafsleber, welche dem Tiere unmittelbar nach dem Tode ent- 
nommen wurde, wurden mittels einer Fleischhackmaschine fein zermahle 
Die rotbraun gefirbte, dicke Masse wurde hierauf mit der gleichen Gewichts- 
menge Chloroformwasser durch 36 Stunden mazerieren gelassen. Die rot 
braune Fliissigkeit wurde hierauf abgepreBt, durch ein Tuch filtriert und 
mit dem vierfachen Volumen 94proz. Alkohols gemischt. Der entstanden: 
Niederschlag wurde nun rasch filtriert und, bevor er trocken geworden war, 
auf eine porése Tonplatte ausgebreitet und rasch iiber Schwefelsiure im 
Exsikkator getrocknet. Die Gewichtsmenge des auf diese Weise gewonnene: 
Pulvers betrug 11 g. Es wurden 9g in 45cem Wasser gelést, 39 com davon 
am 30. Marz obigem Kaninchen subkutan ohne Verlust injiziert. 

Das Tier war unmittelbar nach der Injektion apathisch und lag aut 
einer Seite. 


Blutzuckerkontrolle 0,137. 
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Das Tier wurde nachher im scheinbar gesunden Zustande dem Gehege 
zuriickgestellt. 

Die Bestimmung der katalytischen Kraft und somit des Wirkungswertes 
der verwendeten Katalase wurde auf die zersetzende Wirkung der Katalase- 
lésung gegeniiber einer 1 proz. Hydroperoxydlésung gepriift und demgemal 
berechnet. 

In ein mit einer Mohrschen Biirette verbundenes Gefa8 mit doppelten 
Hiahnen und Réhren wurden 5cem einer Katalaselésung hineingebracht. 
Hierauf wurden durch das Offnen eines dieser Hahne 30 ccm einer 1 proz. 
Wasserstoffsuperoxydlésung zuflieBen gelassen. Unmittelbar nach der 
ersten Mischung beider Lésungen beobachtet man eine lebhafte Gas- 
entwicklung, die von der durch die zersetzende Wirkung der Katalaselésun¢ 
verursachte Abspaltung von Sauerstoff aus der Hydroperoxydlésung 
herriihrt. Die freiwerdende Sauerstoffmenge wurde mittels eines in Ver 
bindung stehenden Eudiometers nach 1, 2, 5 Minuten gemessen. Nach Ab 








gm 























hlaff 
ruhip 


rehege 


einem 


t war, 


le ent- 


ahlen. 


vichts- 


ie rot- 
t und 
ndene 
nh war, 
ire im 
nenen 
davon 


wz auf 


ehege 


vertes 
alase - 
emals 


elten 
‘acht. 
proz. 
L der 
Gas- 
sung 
sung 
Ver- 
1 Ab 





Blutzuckerherabsetzende Wirkung von Pflanzenextrakten usw. 287 


vif der Zeit wird der mit dem Eudiometer in Verbindung stehende Hahn 

veschlossen und durch Senken der Quecksilberkugel das entstandene 
Niveau genau abgelesen. Temperatur- und Druckbedingungen zu beriick- 
sichtigen, war infolge der kurzen Ausfiihrungsdauer dieser Operation iiber- 
fliissig. 


1 g Rohkatalase wurde in 1000 cem Wasser gelést. 


A. 5 ecm dieser Lésung setzten aus 30 ccm 1 proz. Wasserstoffsuperoxyd- 
jisung nach 1 Minute 12cem, nach 2 Minuten l5cem, nach 5 Minuten 
18 cem Sauerstoff in Freiheit, was fiir 1 g Katalase in diesem Falle sich nach 
| Minute mit 2400ccm, nach 2 Minuten mit 3000 ccm, nach 5 Minuten 
mit 3600 cem Sauerstoff beziffert. 


B. 10 ccm derselben Lésung zersetzten nach 5 Minuten 30 ccm 1 proz. 
Wasserstoffsuperoxydlésung unter Freiwerden von 33 ccm Sauerstoff, ent- 
sprechend 3300 ccm Sauerstoff auf 1g Katalase nach 5 Minuten. 


7. Versuch. 24, April 1924. 


Siebentes Kaninchen, Mannchen, Gewicht 2850g, wurde mit einem 
Meerrettichwurzelextrakt, der folgendermaBen hergestellt war, injiziert 
(Katalase). 


3800 g Meerrettichwurzeln wurden nach vorhergegangener Reinigung 
fein zerkleinert. Die Masse wurde nun zwecks vollkommener Glykosid- 
spaltung einige Zeit an der Luft stehengelassen, wobei sie sich schwach 
dunkel farbte. Die Masse wurde nachher in einen Kolben gebracht und mit 
5 Liter 96proz. Alkohols einige Tage unter haufigem Umschiitteln bei ge- 
wohnlicher Temperatur stehengelassen. Die iiberstehende Fliissigkeit 
hatte im Verlaufe der Zeit eine hellrote Farbe angenommen und enthielt 
die atherischen Ole dieser Pflanze gelést. Nachdem dieser Punkt erreicht 
war, wurde nun die gefirbte alkoholische Fliissigkeit abgegossen und der 
Riickstand mehrere Male mit 80proz. Alkohol gewaschen, abgepreBt und 
sodann mit 7% Litern 40proz. Alkohols versetzt durch 5 Tage stehen- 
gelassen. Dann wurde die alkoholische Lésung abfiltriert und der Riickstand 
stark gepreBt. Zur Abscheidung der Oxydase wurde hierauf, um an Alkohol 
zu sparen, die gesamte alkoholische Fliissigkeit im Vakuum so lange bei 
einer Temperatur von 18 bis 25° eingeengt, bis das konzentrierte Volumen 
etwa ein Drittel der Gesamtfliissigkeit erreichte. Der Einengungsriickstand 
wurde hierauf so lange mit 96proz. Alkohol behandelt, als noch eine Fallung 
eintrat. Nach dem Absitzen des Niederschlages wurde die alkoholische 
Lésung abgegossen und der Riickstand im Exsikkator vollstandig getrocknet. 
Die Ausbeute an dieser Substanz betrug 24 g. 


Die qualitativen Reaktionen auf Peroxydase waren stark positiv. Eine 
Spur dieser Substanz, in Wasser geliést und mit Pyrogallussiéure versetzt, 
gab auf Zusatz einer verdiinnten Wasserstoffsuperoxydlésung sogleich eine 
starke Dunkelfarbung unter Abscheidung von Purpurogallin. Dasselbe 
Verhalten zeigte die Substanz auch gegeniiber einer Phenol- und Kresol- 
lésung. Beide zeigten die fiir die Peroxydase charakteristischen Farben - 
reaktionen. 


Die Substanz wurde in 170cem Wasser gelést und 50 ccm davon 
obigem Kaninchen am 24. Apri! subkutan injiziert. 
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Blutzuckerkontrolle 0,128. 
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Das Tier blieb unmittelbar nach der Injektion munter und zeigte erst 
nach einiger Zeit eine wesentliche Verstimmung. Am 28. April wurde es i 
scheinbar gesundem Zustande dem Gehege wieder zuriickgestellt. 


8. Versuch. 25. April 1924. 
Achtes Kaninchen, Gewicht 1900 g, wurde mit der im Verhaltnis zun 


letzten Kaninchen berechneten dreifachen Menge desselben Extrakte- 
injiziert. Das injizierte Volumen betrug 50 ccm. 


Blutzuckerkontrolle 0,132. 


25. IV. 12530’ Bilutzucker. . .. 0,132 
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25.1V. 2 15 plétzlicher Tod des Tieres. 

Eine Blutprobe unmittelbar nach dem Tode dem Herzen entnommen, 
zeigte den Blutzuckerstand von 0,065. Das Tier war unmittelbar nach der 
Injektion lahm und lag auf einer Seite. Diesen Zustand bewahrte es bis zun 
Eintritt des Todes. Der Obduktionsbefund ergab keine wesentliche Ver- 
anderung der Organe. 

9. Versuch. 28. April 1924. 

Neuntes Kaninchen, Gewicht 1950 g, wurde mit der doppelten Meng: 
desselben Extraktes in bezug auf Kaninchen7 injiziert. Das injiziert: 
Volumen betrug l4ccem. Das Tier war unmittelbar nach der Injektion 
lahm und apathisch und blieb in diesem Zustande durch 2 Tage hindurch. 
Nachher erholte es sich. 


Blutzuckerkontrolle 0,142. 


28.1V. 11°00’ Bilutzucker. . . . 0,142 
28.IV. 1 00 a Spee 
28.IV. 2 00 re i gy a 
28.1IV. 4 00 é os cif cin 
29.IV. 1 00 ve eS 
29.IV. 4 00 is and! 6 
: 30. IV. 10 00 Fé . > eae 
30. IV. 4 00 a s <6 wee 
1V. 10 00 y ee ee 
Vv. 300 % : 0,137 


Zwecks Bestimmung der Aktivitét und hiermit des Wirkungswerte- 
der Peroxydase wurde ihr Verhalten gegeniiber einer Lésung von Pyr 
gallussiure bei Gegenwart von Wasserstoffsuperoxyd angewendet. Z1 
diesem Zwecke wurde in 35 ccm Wasser 1 g vdllig reine Pyrogallussaur: 
gelést und zu je zehn solcher Lésungen regelm&Big ansteigende Menge: 
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n Peroxydase und ein konstantes Volumen Wasserstoffsuperoxyd zu- 
vesetzt. Die Mischung wird auf 50 ccm verdiinnt. Unmittelbar nach dem 
Zusatz der ersten Tropfen von Peroxydase farbt sich die Fliissigkeit dunkler, 
triibt sich nachher und scheidet einen Teil der Pyrogallusséure als Purpuro- 
gallin ab. Die hierzu verwendeten GefaBe werden durch 12 Stunden stehen- 
gelassen. Der ausgefallene Niederschlag wird auf zuvor gewogenen Filter 
gebracht, mit 50ccm destillierten Wassers nachgewaschen, im Trocken- 
schrank bei 105° getrocknet und hierauf gewogen. 

In unserem Falle ergaben sich folgende Werte: 





Nr. ate a : =— O2 Peroxydase Purpurogallin 
1 1 10 0,01 0,0056 
2 1 10 0,02 0.0114 
3 l 10 0,03 0,0168 
+ l 10 0,04 0,0228 
5 1 10 0,05 0,0291 
6 l 10 0,06 0,0332 
7 1 10 0,07 0,0400 
8 1 10 0,08 0,0452 
9 1 10 0,09 0,0492 

10 1 10 0,10 0,0540 


Es entspricht also 0,10 Peroxydase 0,056 Purpurogallin. 

Aus den Versuchen ist ersichtlich, daB jedes dieser drei Fermente 
geeignet ist, blutzuckerherabsetzend zu wirken. Es kann damit zweifellos 
eine solche erzielt werden, welche die gewisse fir Hypoglykimie charak- 
teristische Désigkeit bzw. den Tod herbeizufiihren imstande ist. Durch 
entsprechende Reinigung wird sich zweifellos diese Wirkung der ge- 
nannten Fermente steigern lassen. 


Versuche mit Eiwei8 und Tyrosin. 

Da der Einwand erhoben werden kénnte, daB die blutzucker- 
herabsetzende Wirkung der genannten verwendeten Fermente auf ihren 
EiweiBgehalt zuriickgefiihrt werden kénnte, und zwar um so mehr, 
als bereits in der Einleitung hervorgehoben wurde, daB Singer eine 
durch EiweiBinjektionen zustandekommende blutzuckerherabset zende 
Wirkung beobachtet haben wollte, so wurden auch in dieser Hinsicht 
Versuche unternommen. 


10. Versuch. 6. Juli 1924. 

Zehntes Kaninchen, Gewicht 3 kg, wurde mit 50 ccm einer Caseosan- 
lésung, entsprechend 1,80 g fester Substanz, injiziert und der Blutzucker- 
gehalt nach 1, 3, 4 Stunden bestimmt. Der Blutzucker vor der Injektion 
betrug 0,125, nach 1 Stunde 0,122, nach 3 Stunden 0,132, nach 4 Stunden 
0,132 mg, an den folgenden 3 Tagen 0,137, 0,149 und 0,139 mg. 

Trotz der groBen Menge des zugefiihrten EiweiBes konnte also 
eine Blutzuckerherabsetzung nicht herbeigefiihrt werden. Das Resultat 
dieser Priifung stimmt tibrigens mit dem von Singer (3), sowie L. Pollak, 
Léwy, Latzel (13) gewonnenen iiberein. Singer selbst konnte iibrigens 
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im Tierversuche nur bei Kombination mit Adrenalin eine Blutzuck: 
herabsetzung herbeifiihren. 

Aus demselben Grunde wurde noch ein der injizierten Tyrosina- 
menge aquivalentes Quantum Tyrosin ebenfalls zur Injektion y: 
wendet, um zu sehen, ob nicht durch das Tyrosin allein eine blutzucke+. 
herabsetzende Wirkung herbeigefiihrt werden kénnte. 


Versuch mit Tyrosin. 
11. Versuch. 

Elftes Kaninchen, Gewicht 2kg, wurde mit 0,20g Tyrosin, das i 
18 ccm Wasser emulgiert war, injiziert. Die erhaltenen Blutzuckerwert: 
betrugen vor der Injektion 0,132, 1 Stunde nachher 0,132, nach 3 Stunden 
0,121, nach 4 Stunden 0,12 mg, an den folgenden 3 Tagen 0,135, 0,132 und 
0,136 mg. 

Es konnte demnach auch mit dem Tyrosin allein nur eine sehr 
geringe Blutzuckerherabsetzung bewirkt werden, was wohl als Beweis 
dafiir angesehen werden kann, daB wohl dem biologischen Fakto: 
im Ferment die Hauptwirkung auf den Blutzucker zugesprochen 
werden muB. 

Versuche mit Insulin. 

Nachdem in den vorhergehenden Versuchen es wahrscheinlich 
gemacht worden ist, daB die blutzuckerherabsetzenden Substanzen in 
den bisher daraufhin untersuchten Pflanzenextrakten in Oxydations- 
fermenten zu suchen sein werden, so war es naheliegend, das Insulin 
daraufhin anzusehen. Bekannt ist, daB die Wirksamkeit des Insulins 
durch 3 Minuten langes Kochen zerstért wird, wodurch ja auch Fermente 
zum Zugrundegehen gebracht werden kénnen. Es wurde zunichst in 
qualitativer Weise der Nachweis versucht und hierzu das Insulin ,, Lilly” 
in den Kreis der Betrachtung gezogen. 

Es wurden folgende Reaktionen mit dem Insulin angestellt: 

1. Zu einer Iproz. Lésung von Orthokresol wurden einige Tropfen 
Insulin gegeben, hierauf I eccm lproz. Wasserstoffsuperoxyds zugefiigt, 
worauf die Lésung nach einiger Zeit eine gelbliche Farbung annahm. Ein 
gleichzeitiger Leerversuch fiel negativ aus. 

2. Eine stark verdiinnte Jodkaliumlésung wurde ebenfalls mit 2 bis 
3 Tropfen Insulin versetzt, hierauf 1 Tropfen einer Ilproz. Starkelésung 
hinzugefiigt und schwach angesiiuert; nach einiger Zeit fiairbte sich div 
Lésung bliulich, um nachher eine intensivere Farbung anzunehmen. 

3. Eine Spur Paraphenylendiamin und eine Aquivalente Menge 
a-Naphthol wurden in Wasser gelést und zu dieser Lésung Insulin und eine 
Spur NaOH hinzugegeben. Die Lésung firbt sich spontan violett, nach 
einiger Zeit blau. Infolge der leichten Oxydierbarkeit obiger Reagenzien 
tritt die Blaufairbung auch ohne Zusatz von Insulin beim bloBen Stehen 
an der Luft auf. Aus der Geschwindigkeit des Farbenauftritts und ihre: 
Intensitét kann auf das Vorhandensein von gréBeren oder geringeren 
Mengen des betreffenden Oxydationsferments geschlossen werden. |: 
alkoholischer Lésung verliuft die Reaktion noch deutlicher. 
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4. Pyrogallussiure in Wasser gelést, mit H,O, versetzt und 1 bis 
2 Tropfen Insulin hinzugefiigt, farbte sich dunkel, und nach einiger Zeit 
schied sich Purpurogallin aus. 

5. Mit Hydrochinon in wisseriger Lésung gibt Insulin eine deutliche 
rriibung. 

6. Guajakol bleibt durch Insulin unverandert. 

7. Phenolphthalein wird durch Insulin merklich verandert, was durch 
Zusatz von Alkalien nach einiger Zeit erkenntlich wird. 

Wenn wir diese Reaktionen iiberblicken, so sehen wir, daB sie 
den Peroxydasen eventuell Phenolasen, welche tibrigens ja auch nur 
Gemische von Peroxydasen und Peroxyden sein dirften, zukommen. 
Wir wissen aus den zahlreichen Untersuchungen von pflanzlichen 
Oxydasen, daB die verschiedenen einzelne, aber nicht alle Reaktionen 
geben. Raciborski (14) fand im Aspergillus niger eine Oxydase, die 
weder Guajak, noch Hydrochinon, noch Tyrosin, wohl aber Jodwasser- 
stoffsiure oxydiert. Nach Reinitzer (15) oxydiert Gummi arabicum 
die Polyphenole, wihrend es keine Wirkung auf Jodwasserstoff ausiibt. 
Schaer (16) hat wiederum die Beobachtung gemacht, daB die Oxydase 
der Phytolacca decandra Guajak sowie Paraphenylendiamin oxydiert, 
hingegen aber Jodwasserstoff unbeeinfluBt laBt. So kénnte noch eine 
Reihe derartiger Beispiele angefiihrt werden. Aus obigen Reaktionen 
und Beobachtungen geht hervor, daB wir es bei den Oxydasen des 
Insulins mit einem Gemenge von verschiedenen Oxydasen oder mit 
einem Oxydationsferment, das auBerordentlich vielseitig ist, zu tun 
haben. Hierzu méchten wir noch ein illustrierendes Moment anfihren. 
Ein aus Aspergillus niger hergestellter Extrakt, der also nicht alle 
der oben seitens des Insulins angefiihrten Reaktionen gab, zeigte z. B. 
nahezu keine blutzuckerherabsetzende Wirkung, hat also offenbar nicht 
die den Oxydationsfermenten des Insulins zukommende Konstitution. 


Um iiber die Mengenverhialtnisse der im Insulin vorhandenen Oxy- 
dationsfermente einen Aufschlu8 zu erhalten, wurde in der bekannten 
Weise von folgenden Insulinarten die quantitative Wertbestimmung mit 
Purpurogallin vorgenommen, und zwar Insulin ,,Chemosan“, ,,Phiag** und 
Insulin ,,Lilly“. Es gaben: 








A Insulin Purpurogallin 
— 1 proz. H, O, - ieee wel 

Chemosan  Phiag Lilly Ch Phiag Lilly 

& ecm & com com sonen 

1 10 0,01 01 01 0 0,0045 0 

1 10 0,02 0,2 0,2 0 0,0037 0 

l 10 0,03 03 03 0 0.0028 0 

1 10 0,04 04 04 0,007 0,0026 0.0099 

1 10 0,05 05 05 0,0098 0,003 1 0,0103 

1 10 0,06 0.6 0.6 0.0065 0,0030 0,0072 

1 10 0,07 0,7 0,7 0,0059 0,0018 0,0064 

1 10 0.08 08 08 0.0054 0 0,0041 

1 10 0,09 0.9 09 0,0049 0 0.0040 

1 10 0,1 1 1 0.0058 0 0,0028 


19* 
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Dieser mit dem Ausfall der qualitativen Reaktionen nicht ga 
iibereinstimmende Befund hat uns veranlaBt, anzunehmen, daB noch ander 
Fermente vorhanden sein miissen, die offenbar unter bestimmten Verhalt- 
nissen schadigend auf die Purpurogallinbildung einwirken. 

Bei den daraufhin gemachten Versuchen konnte noch Aldehyda~ 
nachgewiesen werden. Von dieser ist bekannt, daB sie bisher noch 
nicht mit Sicherheit in Pflanzen (Bourquelot) (17), wohl aber in der 
Leber, Pankreas und in Muskel von (Sauglingen) Saiugetieren, besonders 
in der ersten in gréBerer Menge nachgewiesen werden konnte. Dic 
Reaktion wurde in der Weise vorgenommen, daB einige Tropfen Salicy!- 
aldehyd mit ungefahr 2ccm Wasser durchgeschiittelt werden, bis eine 
Emulsion entsteht. Auf Zusatz von Insulin und nach kurzem Durch- 
schiitteln scheidet sich die Salicylsiure als fester in Wasser unldsliche: 
Niederschlag ab und wurde mit Eisenchlorid nachgewiesen. Nach 
dem Ausfall der Reaktion kann auf eine gréBere Menge derselben im 
Insulin geschlossen werden. 

Die Reaktion auf Uricooxydase mit Harnséure war negativ. 

Es wurde nun noch das Verhalten von gekochtem Insulin in bezug auf 
den Nachweis von Oxydasen und Aldehydasen gepriift. Alle oben angefiihrten 
Reaktionen blieben bei demselben negativ. 


Was die Deutung dieser Befunde anlangt, kann natiirlich ein ab- 
schlieBendes Urteil nicht abgegeben werden. Es sollen hier nur einige 
Literaturdaten angefiihrt werden, welche in dieser Beziehung einen 
Fingerzeig gestatten. Nach Newmann-Wender (19) dienen die Oxydasen 
nicht nur dazu, die chemische Energie in Freiheit zu setzen, sondern 
auch die Protoplasmagifte zu zerstéren. Léw, Aso und Sowa (20) be- 
haupten, daB die Oxydasen bei der Zerstérung der Ermiidungsstoffe 
eine Rolle spielen. Ewald (21) meint, daB die Leucocytose, indem sic 
eine Steigerung der Oxydasenmenge bewirkt, ein Schutzmittel gegen 
die Toxine bildet. Spanjer Herford (22) schrieb den Oxydasen eine 
bakterizide Wirkung zu. Woods (23) glaubt von der guajakbliuenden 
Oxydase, daB sie eine bedeutende Hemmung der Diastasewirkung auf 
die Starke bewirkt. Mit der Steigerung der Oxydasemenge in den 
Tabakblattern nimmt auch der Stirkegehalt derselben zu. Nach 
Spitzer (24), Batelli und Stern (25) entfaltet unter den daraufhin unter- 
suchten Geweben des Hundes, des Kaninchens (usw.) die Leber dic 
gréBte oxydative Wirkung, in zweiter Linie das Pankreas. Nach Bate: 
und Stern wird die sogenannte akzessorische Atmung in der Leber 
ausschlieBlich von Oxydationsfermenten bestritten. Beziiglich der 
Aldehydase, von der Batelli und Stern (25) gezeigt haben, daB sie ein 
hydrolysierendes Ferment ist, ist es ja bekannt, daB sie fiir die Zer- 
stérung von sehr giftigen Abbauprodukten, wie der Aldehyde, im 
Organismus von groBer Bedeutung ist. Aus vorstehendem ist zu er- 
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sehen, daB gerade an den Stellen, wo beim Diabetes Stérungen in den 
Funktionen der Organe angenommen werden, Fermente angreifen oder 
mithelfen kénnen. Beim Diabetes handelt es sich um eine vermehrte 
Zuckerproduktion in der Leber, oder um einen gestérten Zuckerverbrauch 
in den Geweben. Nach obigen Angaben kénnen an beiden Stellen die 
im Insulin nachgewiesenen Fermente angreifen. Nach verschiedenen 
Mitteilungen soll das Insulin beim Aufbewahren unter Umstinden an 
Wirksamkeit zunehmen; es ist méglich, daB die Fermente auch in dieser 
Beziehung eine Rolle spielen. Ob die nachgewiesenen Fermente die 
Wirkung des Insulins allein ausiiben, ob noch andere Fermente oder 
wirksame Bestandteile vorhanden sind, ob sie und wie sie zweckmabBig 
durch Mischungen von Fermenten ersetzt werden kénnen, miissen 
weitere Untersuchungen feststellen. 


Zusammenfassung. 


Blutzuckerherabsetzende Substanzen lassen sich nach dem Ver- 
fahren von Collip, sowie nach dem fiir das Insulin angegebenen Ver- 
fahren aus Pilzen (Champignons) und Riiben gewinnen. Die mit Mineral- 
siuren angesduerten Alkohol gewonnenen Champignonextrakte wirken 
nicht blutzuckerherabsetzend. 


Da die bei dieser Herstellung angewandten Methoden denen der 
Darstellung der Fermente ahneln, andererseits es bekannt ist, daB 
Oxydationsfermente in allen bisher auf blutzuckerherabsetzende Sub- 
stanzen untersuchten Pflanzen vorkommen, wurden solche Oxydations- 
fermente nach den dafiir bekannten Arbeitsmethoden hergestellt. Mit 
aus Meerrettich gewonnenen Peroxydasen, aus Champignonpilzen er- 
erzeugten Tyrosinasen, aus Schafleber hergestellten Katalasen konnte 
eine betrachtliche blutzuckerherabsetzende Wirkung erzielt werden. 
Diese Fermente wirken im allgemeinen um so stirker, je reiner sie 
dargestellt wurden. Den vorstehenden Extrakten bzw. Fermenten 
aquivalente Mengen EiweiB (Caseosan) Kaninchen injiziert, wirken 
tiberhaupt nicht blutzuckerherabsetzend. Ebensolche Mengen Tyrosin 
Kaninchen parenteral einverleibt, wirken nur wenig blutzuckerherab- 
setzend, woraus gefolgert werden kann, daB der biologische Ferment- 
faktor bei der blutzuckerherabsetzenden Wirkung eine bedeutende 
Rolle spielt. 


Mit Riicksicht auf den Umstand, daB die blutzuckerherabsetzenden 
Substanzen bei den Pflanzenextrakten auf Oxydationsfermente zuriick- 
gefiihrt werden konnten, wurde auch im Insulin auf das Vorhandensein 
derselben nachgesehen. Es konnten Peroxydasen und Aldehydasen 
nachgewiesen werden. Mit Riicksicht auf die Vielseitigkeit des Ausfalls 
der Reaktionen auf Peroxydasen (Orthokresol, Jod, Paraphenylen- 
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diamin, und Naphthol, Pyrogallussiure, Hydrochinon und Pheno!. 
phthalein) wird auf ein Gemenge von verschiedenen Peroxydasen oc: 
eine Oxydase von vielseitigem Kénnen geschlossen. 

Aus dem Umstande, daB eine Diskrepanz zwischen dem Grade dvs 
Ausfalls der qualitativen Reaktionen und der quantitativen Bestimmung 
mit Purpurogallin besteht, wird der SchluB gezogen, daB die vorhandene:, 
Fermente sich gegenseitig in ihrer Wirkung beeinflussen kénnen. 

Die nachgewiesenen Fermente sind normalerweise in der Leber 
im Pankreas und in den Muskeln nachgewiesen worden und entfalten 
offenbar dort ihre Wirksamkeit. Da bestimmten Oxydasen eine be- 
deutende Hemmung der Diastasewirkung auf die Starke nachgesagt 
wird, so wire damit ein Anhaltspunkt zu der Auffassung gegeben, dal} 
durch dieselben die Zuckermobilisierung in der Leber gehemmt bzw. de 
Glykogenaufbau geférdert wird. Andererseits sind dieselben befihigt 
durch ihre katalytische Wirksamkeit Energien zur Verwertung in den 
Geweben frei zu machen, Protoplasmagifte zu zerstéren und auf Er. 
miidungsstoffe und Bakterien zu wirken. Nach diesen Gesichtspunkten 
wiirde das Insulin sowohl im Sinne der Zuckerproduktion bzw. des 
Glykogenaufbaues als auch im Sinne einer besseren und lebhafteren 
Verbrennung auf der Verbrauchsseite in den peripheren Geweben und 
in der Muskulatur regulierend wirken. 


Ob die oben genannten Fermente das allein wirksame Prinzip im 
Insulin sind und wie das Insulin eventuell zweckmaBig ersetzt werden 
kénnte, miissen erst weitere Untersuchungen ergeben. 


Bemerkt wird, daB die Wirksamkeit obiger Fermente sowie das 
Insulin durch Kochen, durch Mineralsiuren, sowie durch Trypsin- 
verdauung zerstért werden kann. 
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Untersuchungen iiber die Salzaufnahme der Pflanzen. 
I, Mitteilung: 
Die gegenseitige Beeinflussung der Ionen. 


Von 
H. Lundegardh und Vl. Moravek’). 
(Eingegangen am 3. August 1924.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die Aufnahme von Salzen in die lebende Pflanzenzelle ist nach 
zwei Richtungen hin untersucht worden. Die eine Richtung beachtet 
die Permeabilitat der Zelle fiir die verschiedenen Molekiile und Tonen 
bei kurzdauernder Einwirkung der Salze. In dieser Richtung ist vie! 
gearbeitet worden. Es seien hier die Arbeiten von Rysselberghe, Lunde- 
gardh, Fitting, Tréndle, Kahho u. a. erwahnt, in denen dargelegt wird, 
daB viele Salze in kurzen Intervallen mit meBbarer Geschwindigkeit 
in die Zelle permeieren, wahrend andere sehr langsam eindringen. 

Allen diesen Permeabilitatsversuchen ist es gemeinsam, da8 sic 
mit ziemlich konzentrierten Lésungen bei kurzer Beobachtungszeit 
vorgenommen wurden. Als Material hat man meistens kleinere ab- 
geschnittene oder abgezogene, also stark verwundete Gewebsstiicke 
verwendet (Epidermis, Wurzeln). Die Untersuchungsmethode war 
entweder die Plasmolysemethode oder die Gewebsspannungsmethode. 
Man miBt mit diesen Methoden nicht direkt die in die Zelle permeierte 
Salzmenge, sondern schlieBt aus dem Zuriickgehen der Plasmolyse 
bzw. der Wiederausdehnung der Zellen, daB der osmotische Uberdruck in 
der Lésung auf Grund von Endosmose vermindert wurde. Wahrend des 
Versuchs stattfindende etwaige aktive Druckianderungen in der Zelle 
kommen natiirlich hierbei als Fehlerquellen mit in Betracht, ‘meistens 
dirften sie jedoch keine gréBere Rolle spielen [vgl. Lundegardh 1911, 
Fitting 1915*)]. Sogar der haufig, in der letzten Zeit namentlich von 


1) Diese Arbeit wurde ausgefiihrt wihrend des Aufenthaltes von 
H. Lundegardh als Gast der naturwissenschaftlichen Fakultét der Masaryk- 
Universitét in Briinn. 

*) Uber bemerkenswerte Fille von Anatonose in Spaltéffnungszellen 
siehe W. S. Jljin 1924. 
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Hansteen-Cranner (1922) erhobene Einwand, daB bei der Plasmolyse die 
Piasmaoberflache stark verandert wird, und da8 man also eigentlich 
die Durchlassigkeit einer pathologisch veranderten Zelle miBt, wird durch 
die bemerkenswerte Tatsache geschwicht, daB Kahho mittels der 
Gewebespannungsmethode viele der mittels der Plasmolysemethode 
von Fitting und Tréndle gewonnenen Ergebnisse bestatigt fand. 


Besonders wichtig ist die Beachtung des Ionenantagonismus: 
Die Permeabilitaét ist stark abhangig von der Art der auf das Plasma 
wirkenden Ionenkombination. Fir das Studium der groBen Gesetz- 
maiBigkeiten bei der kurzdauernden Salzaufnahme, die in dem all- 
gemeinen kolloidchemischen Zustand des Protoplasmas begriindet zu 
sein scheinen, diirfte die Plasmolysemethode immer noch einen Platz 
behaupten kénnen. Da8 sie dagegen bei der Ermittlung feinerer Unter- 
schiede, die auf dem speziellen Zustand der unversehrten Plasmakolloide 
beruhen, versagen muB, leuchtet ohne weiteres ein. Als allgemeiner 
Einwand gegen die gebrauchlichen Permeabilitatsmethoden gilt, daB 
man die gewonnenen Ergebnisse nur mit groBer Vorsicht auf die Ver- 
haltnisse in der Natur, wo es sich um unversehrte Pflanzen, lang aus- 
gedehnte Aufnahmeperioden, groBe Verdiinnungen und wechselnde 
lonenkombinationen handelt, ausdehnen darf. 


Fir die Pflanzenékologie kommt deshalb fast ausschlieBlich die 
zweite Forschungsrichtung in der Lehre von der Salzaufnahme in Betracht, 
die an die alteren landwirtschaftlichen Arbeiten von Wolff u. a. ankniipft. 
Diese Richtung will die unter natiirlichen Bedingungen stattfindende 
Aufnahme und Abgabe von Molekilen und Ionen verfolgen, was nur 
vermittels der in langeren Intervallen vorgenommenen chemischen 
Analyse der Pflanzen oder der Nahrlésungen geschehen kann. Fiir diese 
natiirliche Stoffaufnahme ist nicht nur die primare Permeabilitat der 
Zellen maBgebend, sondern auch chemische Vorgiinge in dem Pflanzen- 
kérper. So werden natiirlich diejenigen Stoffe reichlicher aufgenommen, 
die in dem Inneren der Pflanze gebunden oder weiter verarbeitet werden, 
auch wenn sie in kurzdauernden Versuchen sich vielleicht als schwer 
aufnehmbar zeigen. Ferner findet im Leben der Pflanze ein ausgiebiger 
Austausch von Ionen mit dem Medium statt, der darauf beruht, daB 
von den Salzen die Kationen und Anionen in verschiedener Menge 
aufgenommen werden, wobei zur Wiederherstellung des verschobenen 
elektrischen Gleichgewichts wieder andere Ionen aus der Pflanze aus- 
geschieden werden. Die in den letzten Jahren ausgefiihrten Unter- 
suchungen von Pantanelli, Waynick, Redfern und Hoagland') haben 


1) Die Arbeit von Hoagland erschien erst, nachdem der experimentelle 
Teil unserer Untersuchung beendet war. 
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reichliche Belege auf diese verschiedene Aufnahme des Kations un 
Anions eines dargebotenen Salzes, sowie auf den Ionenaustausch lx 

gebracht. Die Salzaufnahme diirfte nach diesen Untersuchungen i: 
wesentlichen eine Ionenaufnahme sein. 


Die Intensitét der Aufnahme einzelner Ionen wechselt nun ziemlic} 
stark in verschiedenen Lebensperioden und bei verschiedenen Pflanze: 
In der landwirtschaftlichen Literatur findet man viele Angaben hieriibe: 
Man kann deshalb kaum erwarten, daB die Versuche iiber IJonenaufnahny 
in langeren Perioden und mit intakten Pflanzen sehr iibereinstimmen«: 
Resultate zeitigen werden. Andererseits sei es von groBer theoretische: 
und praktischer Bedeutung, zu erfahren, in welcher Ausstreckung 
allgemeine Regeln die Stoffaufnahme beherrschen, und inwieweit sic 
mit kolloidchemischen Erscheinungen identifiziert werden kénnen. Da 
in der Natur immer mehrere [onen gleichzeitig zur Wirkung kommen 
so ist unter anderem die gegenseitige Beeinflussung derselben bei dem 
Aufnahmevorgang zu untersuchen, ein Thema, das der eine von uns 
(Lundegardh) vor Jahren aufgeworfen hat, und das spater von Kahho 
wieder bearbeitet wurde. Lundegardh (1911) fand, daB die Salzionen 
eine spezifisch verschiedene Wirkung auf die Durchtrittsgeschwindigkeit 
der Wassermolekiile ausiibten. Die Resultate waren zwar nicht sehr 
deutlich, wiesen jedoch darauf hin, daB lyotrope Erscheinungen mit- 
wirken. Viel spiter nahm Kahho mit der Lundegardhschen Gewebe- 
spannungsmethode wieder die Frage nach dem EinfluB von Salzionen 
auf die Aufnahme anderer Ionen auf. Er fand hierbei eine ausgedehnte 
Beteiligung kolloidchemischer Erscheinungen. 


Wir haben nun als unsere Aufgabe gestellt, den gegenseitigen 
EinfluB der Ionen bei ldngerer Versuchsdauer (meistens 3 x 24 Stunden) 
an unversehrten Pflanzen und mittels chemischer Methoden zu unter- 
suchen. Beobachtungen iiber die gegenseitige Beeinflussung der Ionen 
bei der Aufnahme finden sich auch in der Arbeit von Pantanelli. Wir 
werden unten Gelegenheit finden, unsere Ergebnisse mit denjenigen von 
Pantanelli und von Hoagland zu vergleichen. 


Material und Methoden. 


Das Material war ein béhmischer Weizen. Die Samen wurden zur 
Vorkeimung in groBen zugedeckten Glasschalen bei 24°C gebracht, 
deren Boden mit feuchtem Filtrierpapier bedeckt war. Nach dem 
Hervortreten von Wurzeln und Koleoptilen wurden die Keimlinge zu je 
sieben Stiick in sorgfaltig gereinigte Kristallisierschalen von 10 bis 12 cm 
Durchmesser und etwa 6 cm Héhe iibertragen. In diese Schalen wurde 
vorher die Versuchslésung einpipettiert. Dann wurden die Schalen 
mittels groBer Uhrgliser zugedeckt und in den Thermostat bei 24°C 
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gestellt. Wahrend des Versuchs wuchsen die Keimlinge so weit aus, 
daB die Wurzeln eine Linge von 5 bis 10cm hatten. 

Zur Messung der Permeabilitit wurden drei der wichtigsten Ionen 
K, NO, und PO, (bzw. H,PO,) gewahit, die sich bequem und sicher 
durch mikrochemische Methoden nachweisen lassen. 

Die Grundlésung bestand aus bzw. n/50 KCl, NaNO, oder einer 
neutralen (pq 7,0) Mischung von Na,PO, und NaH,PO,. Da in der 
letzten Lésung sowohl PO, wie H,PO, vorhanden ist, so kann 
man nicht entscheiden, in welchem Verhaltnis diese Ionen auf- 
genommen werden. Die Analysenergebnisse wurden als PO, berechnet, 
und wir werden im folgenden den kurzen Ausdruck Phosphation 
benutzen. 

Die Kontrollen blieben ohne Zusatz. AuBerdem wurden Kontrollen 
ohne Pflanzen angesetzt, um die eventuell stattfindende Adsorption 
an den GefaBwanden zu eliminieren. Zu den tibrigen Schalen wurden 
verschiedene Mengen von denjenigen Salzen hinzugefiigt, deren EinfluB 
auf die Permeabilitaét zu untersuchen war. Nur diejenigen Ionen, die 
in der Natur zum Einflu8B kommen, wurden gepriift, und zwar in je 
drei Konzentrationen n/400, n/200, n/100. Jede Versuchsreihe wurde 
doppelt angesetzt, die in den Tabellen aufgenommenen Werte sind 
Mittelwerte. 

Nach dem Ablauf der Versuchszeit (meistens 3 x 24 Stunden) 
wurde die Lésung in einen MeBkolben abgegossen und die Schale 
mit den Keimlingen dreimal griindlich, aber rasch mit destilliertem 
Wasser abgespiilt. Dann wurde bis auf die Marke verdiinnt. Bei der 
Phosphatbestimmung wurden 2 ccm, bei der Nitratbestimmung 20 ccm 
zur Analyse genommen. Fiir die Kaliumbestimmung wurden 5 ccm 
von 25ccem der gesamten Lésung genommen. 

Das Kalium wurde durch Titration des Kalium-Kobalti-Hexamin- 
nitrits mit Permanganat bestimmt'). Der Niederschlag war bei 
500 Touren zentrifugiert, weil er sich in der Lésung, wo auch exosmierte 
hydrophile Kolloide zugegen waren, langsam absetzte. 

Das Phosphat wurde kolorimetrisch nach R. D. Bell und E. A. 
Doisy*) in der Modifikation von A. P. Briggs*) bestimmt. Der Farben- 
vergleich wurde in dem Dubosgschen Kolorimeter vorgenommen. 

Das Nitrat wurde nach Weibull*) als Ammoniumpikrat kolori- 
metrisch bestimmt. Zwischen der Lampe und den Réhren des Kolori- 
meters war ein blauviolettes Filter eingeschaltet. 


1) T. F. Tisdal und B. Kramer, Journ. biol. Chem. 48, 1, 1921. 

2) R. D. Bell und E. A. Doisy, ebendaselbst 44, 55, 1920. 

8) A. P. Briggs, ebendaselbst 58, 13, 1922. 

*) Siehe T. Gaarder und O. Hagem, Meddel. Nr. 4 fra Vestlandet Forstlige 
Foérséksstat. Norge 2, H. 2, 1921. 
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Die Analysenfehler bei der Mikrobestimmung des Nitrats und 
Phosphats waren nicht gréBer als + 5 Proz., beim Kalium + 2 Proz 
Die Versuchsfehler waren, wie Parallelversuche zeigten, aus folgende: 
Griinden etwas gréBer (bis + 10 Proz.): 

1. In einigen Schalen (mit Fe, Al) entwickeln sich die Wurzeln 
langsam und kriimmen sich unregelmabBig. 

2. Bei gleicher Wurzellange kénnen die Wurzelhaare sich ungleich- 
maBig entwickeln (in NH,). 

3. Trotz Sterilisierung der Schalen kénnen in den Kulturen Bakterien 
auftreten. 

Nach der dreitigigen Versuchszeit wurde das py der Lésungen 
bestimmt und iiberall dasselbe gefunden: 





Versuchsnummer Lésung Pu 
100—101 4cem 0,02n NaNO, + 0.2 cem 0,1 n NaCl 68 
102— 103 4 , 002n NaNO,+0.2 , O,ln Na,SO, 6,8 
104—105 4 , 002n NaNO,+0.2 , 0,ln Na,CO, 6,8 
106—107 4 , 002n NaNO,+0.2 , 0O,ln NaH,PO, 6.8 
108—109 4 0,02n NaNO, +02 , 0O,ln Na,PO, 6,8 
110—111 4 0,02n NaNO,+0,2 , H,O 6.8 


Die Lésung, welche NaH,PO, enthielt, reagierte anfangs sauer 
die mit Na,PO, alkalisch. Die Keimlinge regulieren aber das py in 
angegebener Richtung. 

Ergebnisse. 

Diese sind in den Tabellen II bis IV sowie in den Abbildungen 
1 bis 3 zusammengestellt. Der Ubersichtlichkeit halber sind die Wert: 
immer umgerechnet in Prozent, wobei die in den Kontrollen mit Pflanzen 
aufgenommene Quantitét gleich 100 gesetzt wurde. Wahrend des Ver- 
suchs andert sich natiirlich die Konzentration der Lésung, und zwar 
sinkt sie bei KCl und NaNO, auf etwa die Hialfte der betreffenden 
Ionen, wahrend in der Phosphatlésung nur eine Konzentrationssenkung 
auf etwa %/,,, stattfindet. Folgender Versuch zeigt den Einflu8 der 
Verdiinnung auf die Aufnahmegeschwindigkeit. 





Tabelle I. 
‘Konzentration | aS50KCI | af5KCl | n/10KCI | nm 150KC! 
Aufgenommene Kaliummenge 
ee 100 98 91,7 73,2 


Eine Verdiinnung von n/50 auf n/100 setzt also die Salzaufnahme nur 
um 8,3 Proz. herab. Es schien mir deshalb nicht notwendig, eine Korrektion 
fiir die waihrend des Versuchs stattfindende Verdiinnung der Lésung an- 
zubringen. 














d ck 3 
Proz 


nde n 


irzeln 


leich- 


eTien 


ngen 


ngen 
erte 
nzen 
Ver- 
pwar 
iden 
ung 

der 


. Cl 


nur 
pion 
an- 








irre rere pr ar sey 





Salzaufnahme der Pflanzen 














N 
™%O} 


730 


720 F 


770 


700 


» Zi 


NO. 
7 


2, 


301 





90} 


pd 
AS 


7 





Ll 














70+ 


Sia 


Zt 

400 200 
Abb. la. 
Abb. 1a und 1b. Aufnahme von Kalium. 


a 


Abb. 1b. 
Tabelle Il. 





/ : 
0d 
) 
At yy 












































Wg ro 
ne a 
Penal oO, 
P04 
n n A mc mcd 
00 200 roy 400 200 100 
Abb. 2a. Abb. 2b. 
Abb. 2a und 2b. Aufnahme von Nitrat. Tabelle Iil. 








Grundlésung 
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Tabelle 11. 
Aufnahme von Kaliumion. 
4cem n/50 KCl, enthaltend 2,86 mg K, 
Kontrollen ohne Pflanzen. 


bestimmt aus ce 


Kationenreihe. 














lon ') Kein NH, Na Ca Mg Mn Al Fe 
5 S| n/400 100 | 77,2 1108 103,6 104.8 157,6 | 98,8 | 63.4 
S¢) 0/200 | 100 | 428 92.4 | 115.1 | 1132 | 1150 | 748 | 333 
SE| n/ioo | 100 | 329 1013 | 139.7 1610 | 427 | 327 | 217 
Anionenreihe. 
Ion Kein | NOs $0, CO, H, PO, PO, 
Be n/400 100 1315 104.6 118,2 102.9 116.9 
ss n/200 100 176.0 97,9 152.4 105,6 144.8 
Ze n/100 100 149.3 98,9 141,6 117,0 63,8 
Tabelle III. 
Aufnahme von Nitration. 


Grundlésung 4 ccm n/50 NaN O,, enthaltend 4,96 mg NO,, bestimmt aus 


den Kontrollen ohne Pflanzen. 











Kationenreihe. 
lon Kein NH, K Ca My Mn Al Fe 
g</ 0/400 | 100 | 1208 93,1 85,7 | 85,0 | 1220 782 | 906 
F2/n/200 | 100 | 1213 | 1116 1020 | 888 | 933 709 980 
=| n/ioo | 100 | 130.7 | 1368 | 97.0 | 987 | 831 697 | 760 
Anionenreihe. 
Ion Kein c a SO, | CO, H, PO, PO, 
— = — — = — — —_ — T + 
| n/400 100 | (89,4 44 | 801 | 793 81.2 
s=)n/200 | 100 | 894 1055 | 754 | 780 53,5 
SEl n/i0o | 100 | 1086 1580 | 53.1 93.2 53.5 
Tabelle IV. 


Aufnahme von Phosphationen. 
Grundlésung 4ccm n/50 Na,PO, + NaH, PO, (pg 7,0), enthaltend 2,452 mg 








) Phosphat, bestimmt aus den Kontrollen ohne Pflanzen. 
Kationenreihe. 
lon || Kein NH, K Ca | Mg Mn Al Fe 
as n/400 100 151,9 | 119,7 73,3 _166,1 | 136,8 1220 | 83,0 
$2) n/2 100 150.6 | 127.0 1610 °1220 1512 733 |) 1245 
$8] nioo | 100 | 1489 | 132 | lesa | 1os0 | 1953 | 680 | 1378 


1) Kationen iiberall als Chloride, Anionen als Natriumsalze. 
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Anionenreihe. 
lon Kein Cl NO, SO, CO, 
5 | n/400 100 105,0 758 122.3 117.3 
S=) n/200 100 | 78,3 97,6 117.3 114.6 
Sl ns100 100 83.0 | 1000 68,3 85,6 


Die Kationen- und Anionenreihe in jeder Serie wurden parallel aus- 
vefiihrt, die Werte sind also unmittelbar vergleichbar. 
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Abb. 3a. Abb. 3b. 
Abb. 3a und 3b. Aufnahme von Phosphat. Tabelle IV. 


Diskussion, 


Die Versuche zeigen, daB die Ionen, auch bei groBer Verdiinnung, 
die Aufnahmegeschwindigkeit von K, NO, und Phosphat stark be- 
einflussen. Die Wirkung ist aber nicht iiberall gleich. Auch wird die 
Wirkung meistens sehr durch die Konzentration verandert. Bei dem 
niheren Vergleich ist im Auge zu behalten, daB die Versuchsfehler 
etwa + 10 Proz. betragen (vgl. oben). 

Die Kationen Kalium, Calcium und Aluminium und die Anionen 
Nitrat und Phosphat verhalten sich am konstantesten. 

Das Kalium begiinstigt die Aufnahme von Nitrat und Phosphat, 
und die Wirkung steigt mit der Konzentration. 

Das Calcium verhilt sich bei der Nitrataufnahme fast neutral, 
begiinstigt aber in Konzentrationen n/200 bis n/100 die Kalium- und 
Phosphataufnahme. 














304 H. Lundegardh u. V1. Moravek: 


Das Aluminium hat iiberall eine hemmende Wirkung, auBer 
n/400 auf die Phosphataufnahme, und die Hemmung wiachst rasch mi: 
der Konzentration. 

Das Nitrat wirkt stark begiinstigend auf die Kaliumaufnahme, 
mit einem Maximum bei n/200, auf die Phosphataufnahme hat es keine 
deutliche Wirkung. 

Das Phosphation (PO,)!) hemmt in n/100 Lésung die Aufnahny 
sowohl von Kalium wie Nitrat, wahrend sich H, PO, ziemlich neutral! 
verhilt. 

Diese sechs Ionen lassen sich also mit ziemlicher Sicherheit in 
folgende Reihe einordnen: 


Begunstigend Neutral Hemmend 
. Ca Al 
NO, H,PO, PO, 


die mit den kolloidchemischen Erfahrungen iibereinstimmt. Die schnelle 
Aufnahme des Nitrats in die Zelle wurde von Lundegardh, Fitting 
Tréndle, Kahho u.a. bei kurzer Einwirkung erwiesen, bei langere: 
Einwirkung fand Pantanelli eine schnelle Absorption des Nitrations, 
das meistens leichter als das zugehérige Kation eindrang. Die giinstige 
Wirkung des Nitrations auf die Permeabilitaét anderer Ionen wurde 
von Pantanelli und Hoagland beobachtet. Die Reihenfolge NO, >H, PO, 
kehrt auch bei dem letzteren Forscher fiir die Aufnahme von K und Ca 
wieder. 

Die absorptionsbegiinstigende Wirkung von Kalium im Vergleich 
zu Calcium wurde ebenfalls von Hoagland beobachtet (Anion Cl und 
NQ,). 

Die hemmende Wirkung von Al bringt in Erinnerung Ahnliche 
Beobachtungen von Lundegardh (1911) betreffs der Wasseraufnahme, 
von Sciicz (1913) betreffs der Aufnahme von Ca, und von Stoklasa 
betreffs K und Fe. 

Gehen wir zu den kolloidchemischen Erfahrungen, so ist bekannt, 
daB K und NO, die Quellung begiinstigen [Hofmeister (1891), Walter 
(1923), Dokan (1924)], ferner wirken diese Ionen dispersitatserhéhend 
auf die Bodenkolloide [Wiegner (1918)]. Calcium und Aluminium 
verdichten dagegen die Gelstruktur, wie u. a. aus den Beobachtungen 
Hansteen-Cranners und Sciicz hervorgeht, und Ca flockt bekanntlich 
die Bodenkolloide stark aus. Ob es sich hier um eine ,,Ausfallung™ 
oder um eine ,,Entquellung* handelt, laBt sich schwer entscheiden. 


1) In starkerer Konzentration erhéht die PO,-Lésung die OH-Kon- 
zentration. Da aber nach Dokan (1924) die Wertigkeitswirkung von OH 
sehr schwach ist, so diirfte die Stérung nicht erheblich sein. 
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Uberhaupt laBt uns die Kolloidchemie bei dieser Frage ziemlich im 
Stich, neuere Untersuchungen [siehe Hdber (1923), Dokan (1924)] 
deuten darauf hin, daB die Ionen teils durch ihre elektrische Ladung 
(Wertigkeit), teils durch lyotrope (wasseranziehende) Eigenschaften 
wirken. Die Hofmeistersche Reihe geht aus den Resultanten beider 
Wirkungen hervor. 

Die neueren Untersuchungen von Walter und Dokan iiber die 
Quellung von Agar werfen iibrigens auch ein Licht auf die Bedeutung der 
Konzentration der Ionen. Es hat sich gezeigt, daB schwache und starke 
Konzentrationen in verschiedener Richtung wirken, indem bei Kon- 
zentration <n/l0 die Wertigkeit, bei Konzentration > n/10 die 
lyotrope Wirkung der Ionen in den Vordergrund tritt [Dokan (1924)]. 
So ruft z. B. NO, in schwacher Konzentration eine starke Herabsetzung 
der Quellung hervor [Walter (1923)], wihrend dieses Ion in héherer 
Konzentration quellungsférdernd wirkt. 

Die Hofmeisterschen Reihen sind also von der Konzentration ab- 
hingig und gelten im allgemeinen nur fiir hohe Ionenkonzentrationen, 
die aber im Leben der Pflanze seltener vorkommen. Diese lyotropen 
lonenreihen sind also kein unbedingtes Kriterium, daB rein kolloid- 
chemische Erscheinungen mit im Spiel sind. In den Versuchen Kahhos 
traten die Reihen deutlich hervor, in den Versuchen Lundegardhs, 
Tréndles und Pantanellis schon weniger deutlich. Ubrigens ist die 
Wirkung schwacher Ionenkonzentrationen stark von der Ladung des 
Kolloids abhingig, und da diese beim Plasma sicher verschieden sein 
kann (das native Eiweif ist ja amphoter), so muB man sehr wechselnde 
Wirkungen der Ionen voraussehen (vgl. hierzu auch die Ausfiihrungen 
bei Lundegardh 1911, 8S. 89ff.). 

NH,, Mn’, Fe™ und Cl, SO, verhalten sich in unseren Versuchen 
bei der Aufnahme von K, NO, und Phosphat wechselnd. NH, steht 
in der lyotropen Reihe links von Kalium, soll also eine stark begiinsti- 
gende Wirkung haben. Dies war in der Tat der Fall bei der Aufnahme 
von den Anionen NO, und Phosphat, wahrend die Kaliumaufnahme 
stark gehemmt wurde. Das dreiwertige Ferri-lon hemmt nach Er- 
warten die Aufnahme von Kalium und Nitrat, begiinstigt dagegen in 
héherer Konzentration die Phosphataufnahme. 

Das zweiwertige Mn verhalt sich dem zweiwertigen Mg dhnlich. 
Beide begiinstigen die Aufnahme von Kalium und Phosphat, verhalten 
sich dagegen bei der Nitrataufnahme neutral oder hemmen schwach. 
Die zweiwertigen Ca, Mg und Mn bilden iiberhaupt eine Gruppe mit im 
groBen und ganzen ahnlicher, und zwar begiinstigender Wirkung, 
wahrend die dreiwertigen Al und Fe vorwiegend hemmen. Mit diesem 
Befund in Widerspruch stehen die Beobachtungen von Hansteen- 
Cranner und Kahho, nach denen Calcium ausfillend und permeabilitits- 
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hemmend wirken sollte. Auch Fitting (1915, 8S. 50) fand in plasm. 
lytischer Lésung bei Rhoea discolor keine Permeabilitét fiir CaCl, uni 
Ca(NO 3). Lundegardh (1911, 8. 128f.) fand, daB aus n/5 Lésung: 

Ca(N Qs). in die Wurzeln von Vicia faba langsam eintritt. Auch }» 

Atriplex latifolium wurde in grenzplasmolytischen Lésungen eine se}; 
langsame Absorption von CaCl, und Ca(NO 3), beobachtet, wihrend 
bei Aster tripolium und Spergularia salina das letztere Salz nicht eintrat 
(Lundegardh 1919, S. 22). Zu nennen sei ferner die Beobachtung von 
Eisler und Portheim (1909), daB Ca-, Mn- oder Al-Salze die Aufnahme 
von Chinin bei Elodea stark hemmen. Alle diese hier zitierten Beob- 
achtungen wurden jedoch bei sehr starken Lésungen gemacht, die in 
der Natur wohl fuBerst selten einwirken, ferner in Einsalzlésungen, 
wahrend in unseren Versuchen sehr schwache Konzentrationen zur 
Einwirkung kamen und auBerdem das in der Lésung immer vorhanden: 
K- oder Na-Ion die Ca- und Mg-Wirkung abbalanzieren diirfte*). 

DaB Ca und Mg in schwicheren Lésungen und bei langer Einwirkung 
(3 Tage bis 6 Wochen) in groBen Mengen aufgenommen werden kénnen 
geht aus den Versuchen von Pantanelli (1915), Waynick (1918), Redfern 
(1922) und Hoagland (1924) hervor. Ubrigens ist es ja eine allgemein 
bekannte Tatsache, daB Salze, die bei Plasmolyseversuchen sehr schwer 
oder tiberhaupt nicht eindringen, doch von der Pflanze im Leben auf- 
genommen werden, ein Hinweis darauf, wie wertlos meistens Permea- 
bilitatsversuche in dkologischer Hinsicht sind. 

In Ubereinstimmung mit unseren Befunden haben die zuletzt 
erwihnten Forscher auch gefunden, daB Ca und Mg vielfach férdernd 
auf die Aufnahme anderer Ionen wirken kénnen. So sagt Pantanelli 
(1915, 8. 711), daB NO, in Gegenwart von K, Ca und Mg schneller 
als in Begleitung von (unter anderen) Mn, Al und oft auch NH, ein- 
wandert. Waynick (1918) fand bei Zusatz von CaCl, in den Kon- 
zentrationen 0,12 bis 0,24 n zu der Dreisalzlésung von Shive (KH, PO, 
Ca(NO,)., MgSO,) eine stark erhéhte Mg-Aufnahme. Wenn 0,18 n KC! 
mit steigender Menge MgSO, kombiniert wurde, so trat bald eine 
starke Erhéhung der Kaliumabsorption auf*). Bei KCl war die Ab- 
sorption von Ca und Mg verhialtnismaBig kleiner als bei Erhéhung der 
Ca- und Mg-Konzentration. 

Auch Hoaglands (1924) Versuche zeigen keine besondere Hemmung 
der Ionenaufnahme bei Anwesenheit von Ca und Mg im Vergleich zu 
K und Na. In seiner Tabelle IV (8S. 231) wird bei KNO, 2,58 Milli- 
aquivalent NO ,, bei Mg(NO,), 2,33 absorbiert. Aus den Phosphaten 


1) Vgl. Osterhout (1908), Hansteen-Cranner (1910). 
2) In diesem Falle diirfte auch das SO,-Ion tatig sein (vgl. unten). 
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von K, Na, Ca und Mg wird etwa gleich viel PO, aufgenommen (a. a. O., 
Tabelle VIII). 

Auch betreffs der Anionen SO, und CO, weichen unsere Ergebnisse 
von den Befunden bei kurzer Einwirkung mit starken Konzentrationen 
ab. Namentlich SQ,, das als ein stark lyotrop wirksames Ion bekannt 
ist, hemmt bei Plasmolyseversuchen stark die Aufnahme anderer Ionen 
Fitting 1915, Kahho 1921, Collander 1922). Auch bei lingerer Ein- 
wirkung starkerer Konzentrationen von MgSO, oder CaSO, fanden 
Waynick (1918) und Hoagland (1924) eine geringere Salzabsorption 
als wenn die entsprechenden Chloride oder Nitrate zugesetzt wurden. 
Dagegen berichtet Pantanelli (1915), daB K von Erdpflanzen mehr aus 
Nitrat, Sulfat und Phosphat als aus z. B. Chlorid aufgenommen wurde. 

In unseren Versuchen verhielt sich das SO,-Ion sehr wechselnd. 
Bei Aufnahme von Kalium (aus Chlorid) ganz neutral, was auf Anta- 
gonismus SO, <--> Cl beruhen kénnte (auch Hoagland fand in einem 
Versuch, daB eine Mischung von NaCl und Na, SO, in bezug auf die 
Na-Absorption ahnlich wie NaCl allein wirkte, wihrend Na, SO, allein 
deprimierte). Bei der NO ;-Aufnahme begiinstigte SO, in n/100, sonst 
nicht. Bei der Phosphataufnahme wiederum Hemmung in n/100, 
sonst Begiinstigung. 

Sehr wechselnd verhielt sich die Wirkung von COg, das die Nitrat- 
aufnahme deutlich hemmt, dagegen die Kaliumaufnahme stark be- 
giinstigt. Es aihnelt in dieser Beziehung den Phosphationen, denen es 
in bezug auf lyotrope Wirkung nahe steht. 

Das Chlorion endlich hat keine sehr ausgesprochene Wirkung auf 
die Nitrat- und Phosphataufnahme. 

Betrachten wir nun zum Schlu8 die Wirkung der Konzentration. 

Eine mit steigender Konzentration stetig férdernde Wirkung 
zeigen Ca und Mg in der Kaliumserie, K und SO, in der Nitratserie, 
K, Ca, Mg, Mn” und NO, in der Phosphatserie. 

Eine mit steigender Konzentration stetig mehr hemmende Wirkung 
zeigen NHy,, Al, Fe” in dec Kaliumserie, Mn”, Al, Fe” und CO,, 
PO, in der Nitratserte, Mg, Al und SO,, CO, in der Phosphatserie. 

Mehr unregelmaBig verlaufen die Kurven bei fast allen Anionen 
sowie Na und Mn’ in der Kaliumserie. Es ist méglich und sogar wahr- 
scheinlich, daB die Ionenwirkung mit der Konzentration sich periodisch 

andert. Deutliche Perioden sind in den meisten Kurven Waynicks (1918) 
zu sehen. Zu erwahnen ist hier auch der Umstand, daB es mehrere 
Kombinationen Ca/Mg gibt, die ganz dasselbe Ergebnis beziiglich 
Wachstum und Stoffaufnahme hervorrufen (Waynick, Hansteen-Cranner 
1908). Die Auffassung der meisten Forscher, die sich mit Wasser- 
kulturen befaBt haben, geht auch dahin, daB es mehrere Nihrsalz- 
kombinationen gibt, die optimales Wachstum hervorrufen. Einen 
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gewissen periodischen Verlauf findet man auch in den Kurven vo 
Sciicz und Stoklasa iiber antagonistische Ionenwirkungen. Diese Tat. 
sache des periodischen Wechsels der Wirkung bei stetig sich andernden 
Konzentrationsverhaltnis von gleichzeitig wirkenden Ionen kann nich: 
iiberraschen, da, wie oben erwahnt, die kolloidchemische Wirkung sich 
aus wenigstens zwei Elementarvorgingen zusammensetzt. 

Auch die Zeitkurve der Stoffabsorption scheint vielfach einen 
periodischen Verlauf zu haben. Angaben hieriiber findet man_ bei 
Pantanelli (1915). Es ist ja tibrigens aus der landwirtschaftlichen 
Literatur bekannt, daB die Aufnahme der einzelnen Nahrstoffe in ver- 
schiedenen Entwicklungsstadien der Pflanze sehr verschieden ist. In 
gewissen Perioden schligt die Aufnahme sogar in Ausscheidung iiber 
Uberhaupt erscheint im Lichte neuerer Errungenschaften der Lehre 
vom lonenaustausch das ganze Problem der Nahrstoffbilanz so ver- 
wickelt, daB allgemeine GesetzmaBigkeiten erst aus einem viel aus 
gedehnteren Tatsachenmaterial als dem, tiber das wir zurzeit verfiigen, 
mit gréBerer Sicherheit ermittelt werden kénnten. 


Zusammenfassung. 


1. Kationen und Anionen einer Reihe von Neutralsalzen, die fiir 
die Ernahrung der Pflanzen maBgebend sind, beeinflussen in Kon- 
zentrationen von n/400 bis n/100 stark die Aufnahme von Kalium, 
Nitrat und Phosphat aus n/50 Lésungen. 

2. Einige Ionen, namentlich K, Ca, Mn’, Al und NO,, H,PQ,, 
PO, wirkten wahrscheinlich rein kolloidchemisch, d.h. auf Grund 
ihrer Wertigkeit und ihrer lyotropen Eigenschaften. Die anderen 
Ionen verhielten sich mehr wechselnd, und es muB die Frage offen 
gelassen werden, in welcher Weise sie das Protoplasma beeinflussen. 
Es wurde jedoch hervorgehoben, da8 die rein kolloidchemischen Grund- 
lagen in betreff der Ionenwirkung noch ungeniigend sind, um darauf 
nihere Schliisse auf die Kolloidchemie des Protoplasmas zu bauen 

3. Die Wirkung der Ionen ist meistens sehr stark von der Kon- 
zentration abhingig. Die Ergebnisse der kurzdauernden, mit hohen 
Konzentrationen vorgenommenen Permeabilitétsversuche kénnen 
meistens nicht auf die ékologischen Fragestellungen iibertragen werden. 
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Uber chinin- und atoxylfeste Lipasen in der Thyreoidea. 
Von 
Ernst Herzfeld und Werner Engel. 
(Aus der III. medizinischen Klinik der Universitit Berlin.) 
(Eingegangen am 3, August 1924.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Durch die Untersuchungen von Rona und seinen Schiilern ist 
gezeigt worden, daB in einzelnen Organen des Kérpers Lipasen enthalten 
sind, die sich gegen verschiedene Gifte resistent erweisen. Bisher sin 
vorzugsweise die Lipasen aus Leber und Pankreas, Nieren und Lung: 
untersucht und auf ihre Resistenz gegen Chinin und Atoxyl gepriift 
worden. Da von verschiedenen Autoren auf das Vorkommen blut- 
fremder Lipasen im Blutserum hingewiesen ist, die bei Erkrankungen 
bestimmter Organe, z. B. Leber und Pankreas, auftreten, lag es nahe, 
die Lipasen weiterer Kérperorgane auf ihre Giftfestigkeit hin zu priifen 
Wir haben daher in der Absicht, die Lipasen der innersekretorischen 
Driisen zu untersuchen, zunichst mit Schilddriisen Versuche angestellt 

Als Arbeitsmethode diente das stalagmometrische Verfahren von 
Rona und Michaelis. Gemessen wurde die durch die Lipasewirkung 
veranderte Oberflichenspannung einer Tributyrinlésung, die sich durch 
Anderung der mittels eines Stalagmometers erhaltenen Tropfenzah!| 
kundgibt. Zu leem des zu untersuchenden Organextraktes wurden 
3cem einer Pufferlésung (bestehend aus | Teil primaérem m/3 Natrium- 
phosphat und 14 Teilen sekundirem m/3 Natriumphosphat) zugesetzt. 
Dazu kam in einem Versuch | cem einer 0,2 proz. Chininlésung, in einem 
zweiten Versuch 1 ccm einer 0,2proz. Atoxyllésung und in einem gift- 
freien Kontrollversuch leem Aqua dest. Nach 30 Minuten wurden 
jedem Gemisch 50 ccm einer geséttigten Tributyrinlésung (4 Tropfen 
Tributyrin auf 100cem Aqua dest., nach mehrstiindigem Schiitteln 
filtriert) hinzugefiigt. Die Tropfenzahl eines jeden Gemisches wurd: 
zuerst nach Ablauf von 3 Minuten und weiterhin in gleichmaBigen 
Zeitabstanden bestimmt. 

Um die Organlipasen zu erhalten, wurden die Schilddriisen aut 
folgende Weise zu Extrakten verarbeitet. Frische Schilddriisen wurden 
von dem anhaftenden Fett und Bindegewebe befreit und danach in 
flieBendem Wasser ausgewaschen. Die so gereinigten Organe wurden 
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in einer Fleischmihle zu Brei gemahlen. Der erhaltene Brei wurde mit 
einer Menge physiologischer Kochsalzlésung versetzt, die dem ur- 
springlichen Gewicht der Organe gleichkam, d.h. z. B. dem Brei aus 
50 g Organen wurden 50 ccm physiologischer Kochsalzlésung zugesetzt. 
Der so verdiinnte Brei wurde eine Stunde lang geschiittelt, dann wurde 
die Masse durch achtfachen Mull filtriert und ausgepreBt. Auf diese 
Weise erhilt man aus 50 g Organen etwa 60 ccm Extrakt. 

Diese Extrakte wurden zum Teil unter einer Toluolschicht, zum 
Teil unter Zusatz von 2proz. Chloroform aufbewahrt. Es zeigte sich 
spiter, daB die Extrakte unter Toluol zum Teil erheblich weniger 
haltbar waren als die mit Chloroformzusatz. Wir konnten uns durch 
Kontrollversuche davon iiberzeugen, daB die zugesetzten Konservierungs- 
mittel die Lipasen nicht schadigten. 

Im folgenden geben wir aus unseren Versuchen eine Anzahl von 
Beispielen wieder. Simtliche Versuche anzugeben, erscheint uns tiber- 
fliissig, da sie im allgemeinen die gleichen Resultate ergaben. 


Tabelle I. Versuch mit Rinderschilddriisenextrakt unter Toluol. 
Tributyrin 162 Tropfen. Aqua dest. 142 Tropfen. 





is Chinin- 7 Atoxyl- Giftfreier Extrakttreier 


Minuten versuch versuch Versuch Versuch 

3 161 161 161 158 
10 159 156 158 157 
20 154 155 155 157 
30 154 CC 154 154 158 
40 159 154 151 157 
5O 148 152 150 _ 
60 147 152 148 _ 
70 145 149 147 _ 


Aus vorstehender Tabelle ist zu ersehen, daB die Lipasen der Rinder- 
schilddriise weder durch Chinin noch durch Atoxylzusatz gehemmt 
werden. In allen drei Versuchen ist nach 70 Minuten die Tropfenzahl 
des Wassers nahezu erreicht. In dem extraktfreien Versuch, der nur 
Pufferlésung, Aqua dest. und Tributyrinlésung enthielt, blieb die Ober- 
flachenspannung unverandert. 


Tabelle IJ. Versuch mit Hammelschilddriisenextrakt unter Toluol. 
Tributyrin 158 Tropfen. Aqua dest. 124 Tropfen. 





Minuten Chininversuch Atoxylversuch > 
(0) — — (151) 
3 133 135 130 
20 127 128 128 
40 125 127 125 
60 124 126 | 124 
80 122 125 122 
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Tabelle 111. 


Versuch mit Hammelschilddriisenextrakt mit Chloroformzusatz 
Tributyrin 174 Tropfen. Aqua dest. 122 Tropfen. 





Minuten Chininversuch Atoxylversuch ae | 
0 162 166 153 
3 152 161 142 
20 129 136 134 
40 127 128 123 
60 127 127 124 


Aus Tabelle IT und III ergibt sich, daB auch die Lipasen dei 
Hammelschilddriisen sowohl gegen die Chinin- als auch gegen dic 
Atoxyllésung unempfindlich sind. Wie die nach 3 Minuten festgestellten 
Tropfenzahlen zeigen, wirkt die Hammelschilddriisenlipase erheblich 
rascher als die Rinderschilddriisenlipase. Durch eine sofort nach Zusatz 
der Tributyrinlésung in einem Versuch vorgenommene Stichprobe 
[s. Tabelle II (0) und III (0)] lieB sich beweisen, daB bereits inner- 
halb der ersten 3 Minuten eine starke Einwirkung des Fermentes statt- 
gefunden hatte. 

Um dem méglichen Einwand zu begegnen, daB die angewandte 
Chinin- bzw. Atoxylkonzentration zu gering sei, um die Wirkung hervor- 
zubringen, wurden in Parallelversuchen starke und schwache Kon- 
zentrationen nebeneinander angewandt; neben den _ urspriinglichen 
0,2proz. Lésungen wurde Chinin in fiinffacher (lproz.), Atoxyl in 
zehnfacher Konzentration (2proz.) verwendet. 


Die Ergebnisse sind in Abb. 1 und 2 dargestellt. 
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Abb. 1 und 2. Versuch mit H Ischilddriisenextrakt unter Chloroformzusatz mit Giften ver 


schiedener Konzentration. Tributyrin 181 Tr.; Aqua dest. 126 Tr. 


Aus Abb.1 und 2 ist zu ersehen, daB die stirkeren Gift- 
konzentrationen die Abnahme der Tropfenzahl im Anfang zwar etwas 
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verlangsamen, aber daB diese Differenz sich im weiteren Verlauf der 
Versuche nahezu ausgleicht. Hieraus geht hervor, daB die Wirkung 
der Lipase auch durch starkere Giftlésungen nicht aufgehoben wird. 


Zusammenfassung. 


1. In den Schilddriisen von Hammeln und Rindern finden sich 
chinin- und atoxylfeste Lipasen. 

2. Die Lipasen aus Hammelschilddriisen zeigen eine raschere 
fermentative Wirkung als die aus Rinderschilddriisen. 

3. Selbst durch eine Erhéhung der Giftkonzentration auf das 
Fiinf- bzw. Zehnfache laBt sich eine Aufhebung der Lipasewirkung 
bei der Schilddriise nicht erzielen. 














Uber die Einwirkung 
der Sonnenbestrahlung auf das Komplement. 


Von 


Martin Jacoby und Margarete Jacoby. 


(Aus dem Institut fiir Hochgebirgsphysiologie und Tuberkuloseforschung 
in Davos.) 


(Eingegangen am 4. August 1924.) 


Das Komplement des Blutserums gilt als eine besonders labile 
Substanz, die beim Erwarmen auf maBige Temperaturen schnell inaktiy 
wird und auch schon bei Zimmertemperatur in wenigen Stunden ihre 
Wirksamkeit einbiBt. Vor laingerer Zeit haben Jacoby und Schiitz 
gezeigt!), daB die Komplementwirkung durch Schiitteln des Serums 
aufgehoben wird. Courmont und Dufourt?) sowie Martin und Margaret: 
Jacoby*) fanden, daB die Schiittelinaktivierung von der Gegenwart 
des Sauerstoffs abhingig ist und M. und M.Jacoby beobachteten, 
daB das einmal von Sauerstoff befreite Serum sehr stabil gegen dic 
Schiittelung bleibt, auch wenn wieder Sauerstoff zugefiihrt wird. 

Bei der Bedeutung, welche man bei therapeutischen Wirkungen 
heute der Einwirkung von strahlender Energie auf biologisch wesent lich: 
Substanzen zuschreiben mu, scheint es uns ratsam, die Einwirkung 
von Strahlen auf das Komplement einer besonderen Studie zu unter- 
werfen. Wie auch das Resultat ausfallt, in jedem Falle muB die Fest- 
stellung fiir die weiteren biologischen Erwigungen wichtig sein. 

Unser Plan war, den EinfluB der Sonnenstrahlung auf das Kom- 
plement zu studieren, um physiologische Verhaltnisse vor uns zu haben 
Da8B Sonnenbestrahlung durch Warmewirkung bis in das kreisende 
Blut hinein wirksam sein kann, berichtet Sonne*), der bei Bestrahlung 


1) Berl. klin. Wochenschr. 1909, Nr. 48; Zeitschr. f. Immunitatsforsc). 
4, 1910. 

2) C.r. Soc. Biol. 72, 1912. 

3) Diese Zeitschr. 69, 127, 1915. 

4) Akt. med. scandinav. 54, 335, 1921; zitiert nach Hausmann, Grund 
ziige der Lichtphysiologie und Lichtpathologie 1923, S. 120. 
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mit sichtbaren Strahlen einen Anstieg der Temperatur von der Ober- 
flache gegen die Tiefe fand. Bei einer Hauttemperatur von 43,8° wurde 
in 0.5em Tiefe das Maximum von 47,5° erreicht. 

W. Th. Bovie!) konnte Komplemente durch Bestrahlung mit 
dem kurzwelligsten Anteile der Tropensonne zerstéren. 

Mit kiinstlichen Strahlenquellen fanden Abelin und Stiner®), daB 
das Komplement durch ultraviolettes Licht zerstért wird, wenn das 
Serum in sehr diinner Schicht und in Verdiinnungen angewandt wird, 
weil die kolloide Lésung die Strahlen absorbiert, so daB® sie nur zu 
einem kleinen Teile des Serums gelangen. 

Auch Friedberger*) fand Zerstérung des Komplements bei Be- 
strahlung mit ultravioletten Strahlen. Nur bei Bestrahlung von 
trockenem Serumpulver widerstand das Komplement der Strahlen- 
wirkung. 

Fiir unseren Zweck erschien uns die Bestrahlung mit Sonnenlicht 
am meisten geeignet, und zwar in der intensiven Weise, wie sie im Juni 
im Hochgebirge gegeben ist. Wir fanden in Davos ausreichende Wetter- 
bedingungen und gingen folgendermaBen vor: 

Die Versuche wurden auf der unbedeckten Veranda des Instituts 
ausgefiihrt, und zwar bei guter Besonnung. Ganz besonders hervorragende 
Sonnentage standen uns leider nicht zur Verfiigung, aber immerhin recht 
gute Sonnentage. Ein quantitatives Ma8 ergeben die mit dem Graukeil- 
photometer erzielten Werte. Das Instrument und die Berechnungen ver- 
danken wir der groBen Freundlichkeit des Herrn Professor Dorno. 

Als Versuchsgliser dienten kleine Bechergliaser, die in einem besonderen 
Apparate direkt der Sonne zugeneigt befestigt werden konnten. Sie waren 
fast vollstandig in ein groBes Wasserbad versenkt. Um die Sonnenstrahlen 
ganz kontrollierbar nur von einer Seite herankommen zu lassen, waren alle 
Glaser mit schwarzem Lack iiberzogen, die Sonne konnte also nur von der 
unbedeckten Oberfliche aus an das Serum heran. Die Kontrollgliser waren 
auch an der Oberflache mit schwarzem Papier bedeckt. Durch regelmaBige 
Temperaturmessungen wurde sichergestellt, daB wiaihrend der Versuchszeit 
nur eine unerhebliche Temperatursteigerung der Versuchsfliissigkeiten ein - 
trat. Sie ist auBerdem insofern gleichgiiltig, weil sie Hauptversuch wie 
Kontrolle in gleicher Weise betrifft. 

Als Komplement kam einmal frisches Meerschweinchenserum, auBerdem 
Trockenkomplement zur Verwendung. Das uns von Herrn Professor Kiister 
in dankenswerter Weise zur Verfiigung gestellte Priiparat wird von der 
Firma Gans mit einem besonderen Verfahren durch ganz schnelle Trocknung 
aus Meerschweinchenserum hergestellt und zeigte sich gut wirksam. 

Ambozeptor bezogen wir auch von der Firma Gans. Hammelblut 
stand uns zum Teil vom Davoser Schlachthof zur Verfiigung. AuBerdem 
erhielten wir frisches Hammelblut aus Ziirich durch die groBe Freundlichkeit 
von Herrn Professor Silberschmidt. 

1) Journ. of med. research. 88, 335, 1918; zitiert nach Hausmann. 

2) Zeitschr. f. Immunitiatsforsch. 19, 1, 1913. 

3) Berl. klin. Wochenschr. 1914, Nr. 30. 
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Versuch 1. (3. Juni.) 
Trockenkomplement 0,1 verdiinnt auf 10 = 1/,), Serum. Davon 3 cem 
bestrahlt, 3 ecm als Kontrolle. Bestrahlung 11 Uhr 5 bis 11 Uhr 20 Minuten. 
Himmel im allgemeinen bewélkt, aber Sonnenschein, der allmahlic) 
waihrend der Beobachtung zunimmt. Titration (Ambozeptor 1: 300); 
Kein Unterschied zwischen bestrahltem und unbestrahltem Serun 


Versuch 2. (4. Juni.) 
Trockenkomplement 0,1 verdiinnt auf 10 = '/,), Serum. Davon 4,5 cem 
bestrahlit, 4,5 cem als Kontrolle. Bestrahlung 9 Uhr 20 bis 11 Uhr 20 Minute: 
Himmel wenig bewélkt, Sonne strahlend. Titration (Ambozeptor 1 : 300) 
Ohne Komplement keine Hiimolyse. 


Bestrahlt : Unbestrahlt: 
0,1 Komplement: inkomplette Hamolyse, fast komplette Hamolyse 
0,2 ~ fast komplette Hamolyse, komplette Hamolyse. 
0,4 ¢s komplette Hamolyse. 


Also geringe Abschwichung des bestrahlten Serums. 


Versuch 3. (6. Juni.) 

Trockenkomplement 0,1 verdiinnt auf 20 = '/,) Serum. Davon 5,0 ccm 
bestrahlt, 5,0 cem als Kontrolle. Bestrahlung 9 Uhr 38 bis 11 Uhr 38 Minuten, 
herrliches Sonnenwetter. Titration (Ambozeptor 1: 300): 

Kein Unterschied zwischen bestrahltem und unbestrahltem Serum 


Versuch 4. (6. Juni.) 
Frisches Meerschweinchenserum, '/,, Serum. Davon 5,0 cem bestrah!t, 
5,0 ecm als Kontrolle. Bestrahlung 10 Uhr 8 bis 12 Uhr 8 Minuten, herrliches 
Sonnenwetter. Titration (Ambozeptor 1: 300): 
Kein Unterschied zwischen bestrahltem und unbestrahltem Serum. 


Zusammenfassend zeigt sich also, daB die Sonnenbestrahlung unter 
den gewdhlten V ersuchsbedingungen das Komplement nicht oder (Versuch 2) 
nur unerheblich in seiner Wirksamkeit abschwicht. 

Dazu ist zu bemerken, daB die Bestrahlung, wie auch die vorge- 
nommenen Messungen ergeben haben, eine recht intensive war und 
auch die Expositionszeit eine verhaltnismaBig lange. 

Nach den Versuchen von Abelin und Stiner wirken ultraviolette 
Strahlen nur zerstérend auf Komplement, wenn das Serum in dinner 
Schicht oder in starker Verdiinnung bestrahlt wird. Beiden Bedingungen 
war in unseren Sonnenversuchen nicht geniigt: Die Schicht war einige 
Zentimeter dick, die Verdiinnung niemals gréBer als 20fach. Aber 
es kam uns auch nicht darauf an zu sehen, ob man durch Sonnen- 
bestrahlung das Komplement tiberhaupt zerstéren kann, sondern ob 
das Komplement unter Bedingungen, die irgendwie in physiologische: 
Breite liegen, geschidigt wird. Das ist nicht der Fall. Und so ist man 
fiir medizinische Fragen berechtigt, eventuell mit einer Beteiligung des 
Komplements bei Strahlenwirkung in den Grenzen zu rechnen, welche 
die Funktion dieser wichtigen Substanz nicht ausschalten. Wir hatten 
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chon erwaihnt, daB nach Sonne mit Wirkungen auf das Serum in vivo 
bei Sonnenbestrahlung zu rechnen ist, Loewy und Foerster!) haben gezeigt, 
daB im Serum infolge der verdinnten Luft des Hochgebirges himato- 
poietische Stoffe auftreten. 

Jedenfalls ist es von Interesse, daB das sonst so labile Komplement 
sich gegen Sonnenbestrahlung verhiltnismaBig widerstandsfahig ge- 
zeigt hat. 

Zum SchluB sei es uns gestattet, Herrn Professor Loewy fiir die 
freundliche Aufnahme im Institut und die giitige Unterstiitzung unserer 
Versuche herzlichsten Dank zu sagen. 


1) Diese Zeitschr. 145, 318, 1924. 











Studien iiber intermediiren Kohlenhydratumsatz 
an der Leber bei gleichzeitiger Verfolgung des Gaswechsels 
(Norm, Hunger, Insulinwirkung, pankreoprive Leber). VII. 


Von 


Theodor Brugsch, Hans Horsters und Giichi Shinoda. 


(Aus der II. medizinischen Klinik der Charité.) 


~ 


(Eingegangen am 7. August 1924.) 


Unser Studium iiber den intramediaéren Kohlenhydratumsatz in 
der Leber machten das Einbeziehen des Gaswechsels notwendig. Zu 
diesem Behufe muBte zunichst unsere Methodik eine entsprechend 
Umarbeitung erfahren, um einmal die friiheren Versuche mit den jetzigen 
vergleichen zu kénnen, sodann um gleichzeitig mit der Verfolgung des 
intermediaren Stoffwechselversuches gleichzeitig den Gaswechsel ver- 
folgen zu kénnen. 

Wir haben das Problem folgendermaBen gelést. 


Methodik. 


Dem durch Nackenschlag getéteten Tiere wird sofort die Leber (eventue!! 
die Muskulatur) entnommen, die Organe mit einer Ringerlésung, die 0,! 
bis 0,3 bzw. 0,5 Proz. Glucose enthalt, im Verhaltnis von 10g Organ zu 
100 cem Ringerlésung verrieben und durch eine Mullgase filtriert. Avi 
diese Weise wurde eine bindegewebefreie Parenchymaufschwemmung 
erzielt. Von diesen Emulsionen wurden je 30 ccm in zwei genau kalibriert: 
mit je zwei Dreiwegshihnen am Glasstopfen versehenen etwa 300 ccm 
fassenden GefaiBen gebracht und unter ganz gleichen Bedingungen in einem 
Schiittelapparat bei 40°C 50 Minuten lang geschiittelt. Das eine Gefiil 
wurde alsdann auf den O,- und CO,-Gehalt der Luft im kalibrierten Kolben 
mit Hilfe des Haldaneschen Apparats untersucht, wobei die CO,, die noch 
in der Suspension adsorbiert war, mit verdiinnter H,SO, ausgetrieben 
wurde, wiihrend der Inhalt des zweiten GefaBes, der sich in bezug auf Meng: 
und Luftvolumen gleich wie der des ersten GefaiBes verhielt, auf Zucke: 
(nach Folin-Wu), anorganische Phosphorsiture (Embden), Milchsiur 
(Hirsch-Kaufmann) untersucht wurde. Vor Anstellung des Durchschiittlungs 
versuchs wurde ein aliquoter Teil der Organsuspension ebenfalls auf Zucker. 
anorganische Phosphorséiure und Milchsiéiure untersucht. Unser methodische- 
Vorgehen ist in unseren fritheren Mitteilungen I, ITI, V in dieser Hinsicht 


geschildert worden. Die Berechnung der Werte geschieht auf 10 g des Organs. 


um indessen die nachtragliche Méglichkeit zu bieten, eine Berechnung au! 
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das Organparenchym, eventuell mit Umrechnung auf Trockensubstanz, 
wurden von allen Organsuspensionen Kjeldahlanalysen durchgefiihrt und 
daraus durch Multiplikation mit dem Werte 6,25 der EiweiBwert der 
Suspension berechnet. 

Bei der Durchfiihrung der Gasanalysen wurden wir in dankenswerter 
Weise von Frl. Stduber (landwirtschaftliche Hochschule, physiologisches 
Institut) unterstiitzt. 


A. Versuche an normalgenihrten Tieren. 
Versuch 1 (Jounal IIT). 

10g Meerschweinchenleber werden zu 100cem Ringerlésung durch 
Verreiben suspendiert; die Ringerlésung enthalt 0,11 NaHCO, auf 100 
und 0,1 Proz. Glucose. 30ccm Suspension werden bei 40°C mit Luft 
50 Minuten lang im kalibrierten GefaiB (300 ccm) geschiittelt. 

EiweiBgehalt der Suspension = 1,23 Proz. 

Auf 30 cem Lebersuspension berechnet, betragt der O,-Verbrauch nach 
der Schiittelung mit Luft = 1,38 cem, die CO,-Produktion = 1,828 cem; 
von der CO,-Produktion ist abzuziehen diejenige Menge CO,, die aus 
der NaHCO,-Lésung durch Eintritt von anorganischer Phosphorsiure 
bzw. Milchséure frei geworden ist. Dieser Wert ist durch Titration der 
enteiweiBten (durch Alkoho]l 5:1) Organsuspension vor und nach der 
Schiittelung mit n/100 NaOQ H-Lésung und Alizarinrot als Indikator be- 
stimmt worden. Der Titrationswert fiir 30 cem Suspension betrigt 2,5 cem 
cO, = 1,lmg CO, = 0,5103 cem CO, reduziert auf 0° und 760mm Hg. 

Mithin betragt die wirkliche CO,-Produktion = 1,828 — 0,561 
= 1,367 ccm. 


CO, 1367 
R.-Q. = Oo, — 138 = etwa l 
Mithin berechnet auf 10g Leber: 
CO,-Produktion 4,57 ccm 


O,-Verbrauch ..... = 4,59 ,, 
Respirationsquotient . . = 1 
Auf 10g Leber berechnet: 








Zuckergebalt, berechnet : A isch 

“4 auf Glucose _Milchsaure “LPO, ™ 
mg meg my 
wommer .... 153 18,0 18 
nachher ... 160 10,8 13 
Bilanz +7 | —72 —5 


Da fiir jedes Milligramm Glucose bzw. Milchsiéiure, die verbrennen, 
1,467 mg CO, frei werden (reduziert auf 0° und 760mm Hg), bzw. jeder 
Kubikzentimeter CO, der Verbrennung von 1,3364 mg Glucose bzw. Milch- 
siure entspricht, so ist bei dem respiratorischen Quotienten von (annahernd) 
1 die Annahme berechtigt, daB der gebildeten CO, eine Zucker- bzw. Milch- 
siureverbrennung von 6,1 mg entspricht. Die verschwundene Milchsiure 
betrigt 7,2 mg. Die Werte bewegen sich innerhalb der Fehlergrenzen. 

Da daneben aber noch Bildung kleiner Zuckermengen einhergeht, 
wie auch Verschwinden von anorganischer H,PO,, so ist die Annahme 
gerechtfertigt, daB neben der Verbrennung Aufbau und Abbau im Kohlen- 
hydratumsatz fiir die normale Leber statthat. 
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Versuch 2 (Journal III). 
10g Meerschweinchenleber werden in 100 ccm Ringerlésung, <j, 
0,11 Proz. NaHCO, enthalten nach Verreiben suspendiert. Glucosegeha!t 
der Ringerlésung 0,1 Proz. 30cem werden bei 40°C im 300-cem-Gef 
50 Minuten lang geschiittelt. 
EiweiBgehalt der Suspension 1,23 Proz. 
Fiir 10g Organ berechnet: 





O,-Verbrauch . . . . . = 7,06 ccm 
CO,-Produktion ....=7,0 ,, 
(nach Abzug der aus NaHCO, frei gewordenen CO,) 
7.0 
R.-Q. = 7.06 = etwa 1. 
Auf 10g Organ berechnet: 
Zuck halt, berechnet : Ano isch 
uc orge eto ne Milchsaure ro es 
mg mg mg 
vorher .... 165 15,0 0,029 
nachher ... 150 15,0 0,034 
Bilanz — 15 +0 + 0,005 
Da der respiratorische Quotient = | ist, so ist die Annahme erlaubt, 


daB 7,0cem CO, = 9,4mg verbrannter Glucose bzw. Milchséure ent- 


sprechen. Da 15 mg Zucker (auf Glucose berechnet) verschwunden sind, 


so ist der SchluB berechtigt, daB die normale Leber hier Kohlenhydrat 
veratmet hat, wobei gleichzeitig intermediiire Umsetzungen iiber Hexose 
diphosphorsaure (Spaltungen) stattgefunden haben. 


Versuch 4 (Journal ITI). 
10g Meerschweinchenleber werden zu 100ccm mit Ringerlésung 
suspendiert, die keine NaHCO, enthalt. Glucosegehalt 0,1 Proz. 30 ccm 
Lebersuspension werden im 300-cem-GefiB bei 40° 50 Minuten lang 
geschiittelt. 
EiweiBgehalt der Suspension 1,23 Proz. 
Berechnung der Werte auf 10g Leber: 
CO,-Produktion . . . . = 1,58 ccm 
O,-Verbrauch .... . = 1,399 ,, 
Respirationsquotient 1 


Auf 10g Organ berechnet: 


I 





Zuckergehalt, berechnet Milchsaure Anorganisches 


auf Glucose H, PO, 
mg | mg mg 
vorher .... 270 22 27 
nachher .. . 70 19 22 
Bilanz + 100 —3 —5 
1,58 mg CO, entsprechen 2,112 mg verbrannter Milchséiure, was mit 
dem Verlust von — 3mg Milchséure sich deckt. Gleichzeitig spielt di 


diastatische Zuckerbildung hier eine groBe Rolle (+ 100 mg!) und spielen 
sich intermediaére Aufbauprozesse (iiber Hexosediphosphorsiure) ab. 
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Versuch 5. 
10g Meerschweinchenleber werden zu 100ccm mit Ringerlésung, 
die 0,1 Proz. Glucose aber keine NaHCO, enthialt, suspendiert. 30 ccm 
Suspension werden im 300-cem-GefaiB bei 40° 50 Minuten lang geschiittelt. 
Zusatz von Ycem eines alkoholischen, nach Abdunstung in Wasser auf- 
genommenen Trockenhefeextraktes (1:10). 
EiweiBgehalt der Suspension 1,4 Proz. 
Berechnung der Werte auf 10g Leber: 
CO,-Produktion . . . . = 1,65 ccm 
O,-Verbrauch ..... = 1,67 ,, 
Respirationsquotient . . = 1,0 


Auf 10g Leber berechnet: 











| Beshengiee, Soeatant Milchsaure Anron 
mg mg mg 
vorher .... 140 30,0 27 
nachher~ oe 150 20,3 vat 29 
Bilanz + 10 — 9,7 +2 


1,65 mg CO, entsprechen bei der Verbrennung 2,205 mg Milchsiéure. 
Das Milchsiuredefizit ist hier gréBer, so daB die Annahme nicht unberechtigt 
erscheint, daB die Milchsiure einen Ubergang in Zucker gefunden hat, 
da ein Zuckerzuwachs von 10mg besteht. Die Werte der anorganischen 
H,PO, sind wenig geindert, indessen ist die Annahme einer solchen Um- 
wandlung von Milchsiure in Zucker unter Zusatz eines Hefevitamins 
naheliegend (vgl. hierzu die Mitteilung III von Shinoda). 


Versuch 6. 


10 g Normalmeerschweinchenleber werden zu 100 ccm mit Ringerlésung, 
die 0,1 Proz. Glucose aber kein NaHCO, enthialt, suspendiert. 

30 cem werden im 300-cem-GefaB bei 40°C 50 Minuten lang geschiittelt, 
nachdem vorher 10 Einheiten Insulin zugesetzt worden waren. 

EiweiBgehalt der Suspension 1,47 Proz. 

Berechnung der Werte auf 10g Leber: 


CO,-Produktion . . . .-= 1,44 ceem 
O,-Verbrauch ..... = 1,56 ,, 
Respirationsquotient . . = 0,92 


Auf 10g Leber berechnet: 





Zuckergehalt, berechnet Milchsaure Anorganisches 


auf Glacose H, PO, 
mg mg mg 
vorher . di 190 4 21 
nachher oo 170 12 22 
Bilanz — 20 +s +1 


Der Wert von 1,44 mg CO, entspricht einem Wert verbrannten Kohlen- 
hydrats von 1,9mg. Einem Verschwinden von 20 mg Zucker (auf Glucose 
berechnet) steht die Verbrennung von 1,9 mg Kohlenhydrat und die Bildung 
von 8 mg Milchséure gegeniiber. Das Defizit von 10 mg Glucose rechnungs- 
maBig ist aus dem Versuche nicht aufzukléren. Die Tatsache, daB die 

Biochemische Zeitschrift Band 151. 21 
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anorganische H, PO, kaum geandert ist, weist darauf hin, daB Bildung ei: 
Hexosediphosphorsiure nach einer oder der anderen Richtung nicht 
Frage kommen. Es wire die Bildung intermediiirer Produkte (Siur 
méglich, die in dieser Bilanz nicht zum Ausdruck kommen. 


Versuch 19 (Journal IJ1). 
10g Meerschweinchenleber werden nach Verreiben zu 100 ccm sus. 
pendiert mit Ringerlésung, die 0,5 Proz. Glucose, aber kein NaHCO, enthait 
30 cem werden im etwa 300-cem-GefaB bei 40° 50 Minuten lang g 
schiittelt. 
EiweiBgehalt = 1,4 Proz. 
Berechnung der Werte auf 10g Leber: 
CO,-Produktion . . . . = 2,13 cem 
O,-Verbrauch ..... = 3,17 ,, 
Respirationsquotient . . = 0,98 
Auf 10g Leber berechnet: 








Zuckergehalt, berechnet Ansapestechcs Milchsaure 








auf Glucose 3PO, 
mg mg mg 
VOPRGF . . 2 495 ] 60 
nachher ... 490 57 Sa 
Bilanz — § + 56 — 56 


Die GréBe verbrannten Kohlenhydrats betrigt 2,85 mg Kohlenhydrat 
bzw. Milchséure; verschwunden sind indessen 55 mg Milchsiure und 5 mg 
Kohlenhydrat. AuBerdem sind 56mg anorganische H,PO, frei geworden 
Es miiBten demgema8 sehr erhebliche Mengen Zucker aus anorganischer 
Phosphorsaure frei gemacht worden sein, fiir die aber kein Zuckerzuwachis 
vorhanden ist. Eine Ausdeutung ist nicht méglich, so da®B hier mit der 
Méglichkeit von Analysenfehlern gerechnet werden muB, da der Versuch 
vollstandig aus der Reihe fallt. 


Versuch 20 (Journal ITI). 
10g Meerschweinchenleber werden nach Verreiben zu 100 ccm sus 
pendiert mit Ringerlésung, die 0,5 Proz. Glucose, aber kein NaHCO 
enthalt. 
a) 30 cem werden im 300-cem-GefiB bei 40° 50 Minuten lang 
geschiittelt. 
EiweiBgehalt = 1,44 Proz. 
Berechnung der Werte auf 10g Leber: 
CO,-Produktion . . . . = 1,697 cem 
O,-Verbrauch ..... = 1,676 ,, 
Respirationsquotient . . = 1 
Auf 10g Leber berechnet: 





“| Zuckergehalt, berechnet Anorganisches Milchsaure 











auf Glucose 3 ‘4 
mg po! Sept, 4 Bats mg ts A mg 
a 530 14 15 
nachher ... 480 we 13 31 
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Die Menge verbrannten Kohlenhydrats betriagt aus der C O,-Produktion 
berechnet = 2,3 mg. Verschwunden sind 50 mg Kohlenhydrat, neugebildet 
i6 mg Milehséure, das sind 34 mg; davon sind verbrannt 2,3 mg. _Inter- 
mediare Aufbauvorginge sind aus den unverinderten Werten anorganischer 
H,PO, nicht anzunehmen. 

b) Der gleiche Versuch wurde an der Lebersuspension (30 ccm) mit 
Zusatz von 10 Einheiten Insulin durchgefiihrt. 

Berechnung der Werte auf 10g Leber: 


CO,-Produktion . . . . = 1,76 cem 
O,-Verbrauch .....21,9 ,, 
Respirationsquotient . . = 0,862 


Auf 10g Leber berechnet: 





Zuckergehalt, berechnet Anorganisches 
auf Glucose PO, Milchsaure 
mg mg mg 
vorner .... 530 17 15 
nachher .. . 480 16 22 
Bilanz — 50 —l1 +7 


Die aus der gebildeten CO, zu errechnende Kohlenhydratmenge wiirde 
in der Annahme, da8 nur CO, verbrannt worden ist (tatsiichlich betragt 
der Respirationsquotient 0,862 und nicht 1!) = 2,4mg Kohlenhydrat 
betragen. 

Intermediaire Aufbauvorginge sind aus dem Stabilbleiben der an- 
organischen H,PO,-Werte nicht anzunehmen. 


Uberblickt man diese gesamten Versuche an normalen Meerschweinchen - 
lebern gut genahrter, in der vollen Ernahrung getéteter Tiere, so laBt sich 
fiir die respiratorischen Verhaltnisse der Leber folgendes sagen: 


Der Respirationsquotient betrigt im: 


Versuch 1 = l, 
” 2 = 1, 
” 4 = Lk, 
am 5 = 1,0 (Zusatz von Hefeextrakt), 
at 6 = 0,92 (Zusatz von Insulin in vitro), 
. 2 =e 
jin 20a = 1, 
- 20b = 0,862 (Zusatz von Insulin in vitro). 


Daraus ist der allgemeine SchluB berechtigt, daB die normale Meer- 
schweinchenleber eines wohlgendhrien Meerschweinchens einen respira- 
torischen Quotienten aufweist, der Verbrennung von Kohlenhydrat bzw. 
Milchsdiure bedeutet. Insulinzusatz driickt den respiratorischen Quotienten 
herunter. 

Was den Umjang der respiratorischen Gréfe anlangt, bemessen 
nach dem O,-Verbrauch, so laBt sich ein einwandfreier Vergleich nur 
durehfiihren unter Berechnung der Werte auf 1 g EiweiBgehalt der Leber. 


21° 
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O,-Verbrauch pro Gramm LebereiweiB in 50 Minuten bei 40°C: 


Versuch 1 = 3,73 cem) die Ringerlésung enthalt 0,11 Proz. 

o» 2 = 5,74 ,, | NaHCO, und 0,1 Proz. Glucose, 

- 4 1,14 ,,  Ringerlésung ohne NaHCO, mit 0,1 Pr 
Glucose, 

-" § = 1,19 ,, Ringerlésung ohne NaHCO, mit 0,1 Pr 
Glucose (Zusatz von Hefeextrakt), 

i 6 = 1,07 ,, Ringerlésung ohne NaHCO, mit 0,1 Proz 
Glucose (Zusatz von Insulin in vitro), 

és 19 = 1,55 ,, Ringerlésung ohne NaHCO, mit 0,5 Pro: 


Glucose, 

20a = 1,19 ,, Ringerlésung ohne NaHCO, mit 0,5 Proz 
Glucose, 

20b = 1,21 ,, Ringerlésung ohne NaHCO, mit 0,5 Proz 
Glucose (Zusatz von Insulin in vitro) 


Die AtmungsgréBe ist in der Lebersuspension mit Ringerlésung olin 
NaHCO, pro Gramm Eiwei8 Leberparenchym annahernd konstant. Insuli: 
zusatz beeinfluBt in vitro die AtmungsgréBe wenig oder gar nicht. Ei 
Zusatz von 0,11 Proz. NaHCO, zur Ringerlésung steigert die Atmungsgrii': 
wesentlich (um das 3- bis 5Sfache). Vitaminzusatz (Hefeextrakt) lal 
die AtmungsgréBe unbeeinfluBt. 


Was die intermediiren Kohlenhydratverhaltnisse anlangt, so zeige) 
Versuch 1, 2, 4, daB der veratmeten Menge Kohlenhydrats (annahernd 
ein Verschwinden von Zucker bzw. Milchséure entspricht. Versuch 5 
(Hefeextraktzusatz!) l4Bt den SchluB zu, daB aus Milchséure ein Zucke: 
aufbau neben der Verbrennung von Kohlenhydrat stattgefunden hat. In 
Versuch 6 ist das Zuckerdefizit gréBer als der Verbrennung von Kohlen 
hydrat und Milchsaéure bzw. der Milchséurebildung entspricht. In Versuch | 
ist das Milchséuredefizit unerklarbar groB, in Versuch 20 das Kohlenhydrat 
defizit. Es wire denkbar, daB der Zusatz von 0,5 Proz. Glucose in de1 
Ringerlésung die Bildung intermediirer Spaltprodukte des Zuckers be- 
wirkt hat. 


B. Versuche an Lebern 
von Meerschweinchen, die 24 Stunden bzw. linger gehungert haben. 


Versuch 7 (Journal ITI). 


10g Leber eines Meerschweinchens, das 24 Stunden gehungert hat 
und 2 Stunden vor dem Tode mit 20 Einheiten Insulin intravenés gespritzt 
wurde, werden ‘suspendiert zu 100ccm mit Ringerlésung, die 0,1 Proz. 
Glucose ohne NaHCO, enthialt. 

EiweiSgehalt der Suspension = 1,36 Proz. 

30 cem der Suspension werden 50 Minuten lang bei 40°C in eine: 
300-cem-GefaB geschiittelt. 


Auf 10g Leber berechnet: 


CO,-Produktion . . . . = 2,24 ccm 
O,-Verbrauch ..... = 2,77 ,, 
Respirationsquotient . . = 0,81 
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Auf 10g Leber berechnet: 








Zuckergehalt, berechnet Anorganisch 
auf Glucose H,PO, Milchsaure 
ing mg mg 
VOUNST . 2s > 280 11 19 
machher .. . . 15 38 
Bilanz + 160 +4 +19 


Die Leber befindet sich im Zustande starker Zuckerausschiittung, 
Milchséurebildung; auch zeigen die positiven Werte der anorganischen 
H,PO,, daB Hexosediphosphorsaure zerlegt worden ist. Auffallig ist der 
niedrige respiratorische Quotient von 0,81, der darauf hinweist, daB die 
Leber nicht nur Kohlenhydrat verbrannt hat, sondern da®B hier entweder 
Kohlenhydrat und Fette verbrannt sind oder daB neben der Kohlenhydrat- 
verbrennung noch eine Zuckerbildung aus Fetten stattgefunden hat. 


Versuch 8 (Journal ITI). 


10g Leber eines Meerschweinchens, das 24 Stunden gehungert hat, 
werden zu 100 ccm mit Ringerlésung, die 0,1 Proz. Glucose, aber kein 
NaHCO, enthalt, suspendiert. 

Je 30cem werden in 300-cem-GefaiBen: a) ohne Insulinzusatz, b) mit 
Insulinzusatz (10 Einheiten) bei 40°C 50 Minuten lang geschiittelt. 

EiweiBgehalt der Suspension = 1,23 Proz. 

a) Berechnet auf 10g Leber: 





QO,-Verbrauch .... . = 3,0 ccm 
b) Berechnet auf 10g Leber (Insulinzusatz): 
O,-Verbrauch .... . = 3,82ccm 
or 1. we Aro Milchsaure 
mg mg me 
a) Berechnet auf 10g Leber 
worher .... 170 24 20 
nachher ... 170 5 20 
Bilanz +0 +1 +0 
b) Berechnet auf 10g Leber 
Wormer ..... 170 24 20 
machher ... 178 23 26 
Bilanz +8 —1 +6 


Der O,-Verbrauch, auf verbranntes Kohlenhydrat berechnet, ergibt 
bei 10g Leber ohne Insulin 4 mg, mit Insulin 5,1 mg. Die intermediiren 
Kohlenhydratumsitze ergaben nur fiir den Zusatz von Insulir ein Plus an 
Zucker und Milchséure, ohne Insulin weder ein Plus noch ein Minus. Auch 
die Bildung in oder aus Hexosediphosphorséiure kommt hier nicht in Frage. 


Versuch 9 (Journal ITT). 


Meerschweinchen, das 24 Stunden gehungert hat und 20 Einheiten 
Insulin injiziert bekommt. 2 Stunden nach der Injektion getétet. 





| 
| 
| 
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10g Leber zu 100ccm mit Ringerlésung suspendiert, die 0,1 Pr 
Glucose, aber kein NaHCO, enthilt. 

EiweiBgehalt der Suspension = 1,45 Proz. 

Je 30 cem der Suspension werden a) ohne Insulinzusatz, b) mit 10 Ei: 


heiten Insulinzusatz in 300-cem-GefaBen bei 40°C 50 Minuten lang 


geschiittelt. 
Auf 10g Leber berechnet: 
a) ohne Insulinzusatz in vitro: 


CO,-Produktion . . . . = 2,191 ecem 
O,-Verbrauch ..... = 2,233 ,, 
Respirationsquotient . . = 0,98 


b) mit Insulinzusatz in vitro: 
CO,-Produktion . . . . = 1,53 ccm 
O,-Verbrauch ..... = 2,03 ,, 
Respirationsquotient . . = 0,75 
Fiir 10g Leber berechnet: 





Zuckergehalt, berechnet | Anorganisches 


auf Glucose H, PO, Milchsaure 

mg | mg mg 

a) ohne Insulinzusatz 
vorher .... 144 21 12 
machher ... 142 12 12 
Bilanz —2 —9 +0 

b) mit Insulinzusatz 
wormer .. se 144 21 12 
nachher ... 142 9 15 
Bilanz —2 —12 | +3 


Die veratmete Zuckermenge bei a) ohne Insulinzusatz betragt 2,9 mg, 
bei b) mit Insulinzusatz 2,0 mg. Diese Werte lassen sich im Intermedia 
versuch wiederfinden. Auffallig ist die starke Negativitat der anorganischen 
H,PO,, was auf energische Bildung von Hexosediphosphorsiéure hinweist. 


Versuch 11 (Journal ITI). 


Meerschweinchen, das 24 Stunden gehungert und 20 Einheiten Insulin 
bekommen hat. 2 Stunden spater Beginn des hypoglykamischen Komplexes, 
in dem es getétet wird. 10g Leber zu 100 ccm mit Ringerlésung, die kein 
NaHCO, enthalt, aber 0,3 Proz. Glucose. 

EiweiBgehalt der Suspension = 1,663 Proz. 

Je 30ccm Suspension werden in 300-ccm-GefaéBen a) ohne Insulin- 
zusatz, b) mit Insulinzusatz bei 40°C 50 Minuten lang geschiittelt. 

Auf 10g Leber berechnet: 

a) ohne Insulinzusatz: 
CO,-Produktion . . . . = 1,77 ccm 
O,-Verbrauch <> 2,53 
Respirationsquotient 0,7 


I 


b) mit Insulinzusatz: 
CO,-Produktion . . . . = 1,598 ccm 
O,-Verbrauch 1,965 ,, 


Respirationsquotient . . = 0,81 
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Auf 10g Leber berechnet: 





Zuckergehalt, berechnet Anorganisches Milchsdure 


auf Glucose 3 PO, 

mg mg mg 

a) ohne Insulinzusatz 
WONT 2 csc ? 14 19 
nachher ... 387 15 19 
Bilanz a +1 +0 

b) mit Insulinzusatz 
eee < sss ? 14 19 
machher ... 429 17 26 
Bilanz — +3 +7 


Die starke Bildung von Zucker trotz des hypoglykamischen Komplexes 
in der Leber (387 mg statt 300 mg der Ringersuspension) lassen die starke 
zuckerbildende Tendenz der Leber erkennen; daher ist auch die einfachste 
Deutung des respiratorischen Quotienten von 0,7, daB hier Zuckerbildung 
aus Fett stattfindet. Eine Aufbautendenz zur Hexosediphosphorsaure ist 
aus den Werten der anorganischen H,PO, nicht erkennbar. 


Versuch 12 (Journal IIT). 

Meerschweinchen, das 24 Stunden gehungert hat. Die Leber (10g) 
wird zu 100 cem mit Ringerlésung suspendiert, die 0,5 Proz. Glucose enthalt, 
aber kein NaHCQ,. 

Je 30cem der Suspension werden in etwa 300-cem-GefaiBen a) ohne 
Insulinzusatz, b) mit Insulinzusatz (10 Einheiten) bei 40°C 50 Minuten 
lang geschiittelt. 

EiweiBgehalt der Suspension = 1,63 Proz. EiweiB. 

Fiir 10g Leber berechnet: 

a) ohne Insulinzusatz: 


CO,-Produktion . . . . = 2,13 ccm 
O,-Verbrauch ..... = 2,17 ,, 
Respirationsquotient = 1 

b) mit Insulinzusatz: 
CO,-Produktion = 1,69 ccm 
O,-Produktion . = 1,69 .,, 
Respirationsquotient = ] 


Fiir 10g Leber berechnet: 





Zuckergebalt, berechnet Anorganisches Milchsaure 
| 3 4 


auf Glucose 

mg | ms mg 

a) ohne Insulinzusatz 
vorher .... § 24 ? 
machher ... 450 24 36 
Bilanz — 50 +0 = 

b) mit Insulinzusatz 

WOHRSP . . se 500 24 

nachher ... 500 24 20 
~- Bilanz +0 | +0 — 
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Es ist lediglich Kohlenhydrat bzw. Milchsiure verbrannt worden, 


intermediaére Hexosediphosphorséureumsetzungen sind nicht zu erschliel 


Versuch 14 (Journal III). 


Meerschweinchen, das 24 Stunden gehungert hat. 10 g Leber zu 100 cem 


Ringerlésung suspendiert, die 0,5 Proz. Glucose, aber kein Na HCO, entha!: 
EiweiBgehalt der Suspension = 1,68 Proz. 


30 cem Suspension werden nach Zusatz von 0,4 ccm Pankreaskochsa; 


50 Minuten lang bei 40°C in einem 300-cem-GefaiB geschiittelt. 
EiweiBgehalt der Suspension = 1,68 Proz. 
Auf 10g Leber berechnet: 


CO,-Produktion . . . . = 1,55 ccm 
O,-Verbrauch ....i217 , 
Respirationsquotient . . = 0,9 
Zuckergehalt vorher . . 0,500 mg 

” nachher. . 0,502 ,, 


+ 0,002 mg 


Versuch 16 (Journal ITI). 


Meerschweinchen, das 24 Stunden gehungert hat. 10 g Leber zu 100 ccm 


Ringerlésung suspendiert, die 0,5 Proz. Glucose, aber kein Na HC O, enthie!t 
EiweiBgehalt der Suspension = 1,61 Proz. 


Je 30ccem werden in 300-ccm-GefaiBen a) ohne Insulinzusatz. b) mit 


Insulinzusatz je 50 Minuten lang bei 40°C geschiittelt. 
Auf 10g Leber berechnet: 
a) ohne Insulinzusatz: 




















CO,-Produktion = 1,75 cem 
O,-Verbrauch ‘ = 145 ,, 
Respirationsquotient = 1,2 
b) mit Insulinzusatz: 
CO,-Produktion = 2,06 ccm 
O,-Verbrauch «see es 
Respirationsquotient . . = 1,1 
Zac | Mee | sane 
. . res. See = 
a) ohne Insulinzusatz 
WERENT 2 « « « 463 17 | 30 
machher .. . | ER A 
Bilanz — 25 St, 2 Tee +8 
b) mit Insulinzusatz 
wWoUmmt .... 463 17 30 
machher .. . 485 19 22 
Bilanz + 22 +2 | —s 


Die Kohlenhydratmilchséurebilanzen im Intermediarversuche sind ohne 
Iusulinzusatz negativ (— 17mg), wobei nur rund 2mg veratmet sein 
kénnen, im zweiten Versuch mit Insulinzusatz positiv (+ 14 mg). Wesent- 
liche Anderungen der anorganischen H,PO,-Werte sind nicht zu kon- 
statieren. 
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Versuch 18 (Journal IT1). 


Meerschweinchen, das 24 Stunden gehungert hat. 10 g Leber zu 100 com 
Ringerlésung mit 0,5 Proz. Glucose ohne NaHCO, aufgeschwemmt. 
30cem der Suspension werden bei 40°C 50 Minuten lang in einem 
etwa 300-eem-GefaB geschiittelt. 
EiweiBgehalt der Suspension = 1,54 Proz. 
Fiir 10g Leber berechnet: 
CO,-Produktion . . . . = 2,13 cem 
O,-Verbrauch ..... = 1,90 ,, 
Respirationsquotient . . = 1,1 





Zuckergehalt, berechnet Assi nisches as 
auf Glucose He PO, Milchsaure 


wa mg me mg 
a 0,500 16 20 
nachher et es 0,493 17 20 
Bilanz — 0,007 +1 +0 


Aus der CO,-Produktion ist eine Verbrennung von rund 3 mg Kohlen- 
hydrat abzuleiten, der ein Verschwinden von 7 mg Zucker gegeniibersteht. 


Versuch 23 (Journal ITT). 

Meerschweinchen, das 24 Stunden gehungert hat und 20 Einheiten Insulin 
intravenés erhalt; das Tier wird im hypoglykaimischen Komplex getétet. 

10g zu 100cem Ringerlésung mit 0,5 Proz. Glucose ohne NaHCQ,. 
30 cem der Suspension werden in einem 300-ccm-GefiB bei 40°C 
50 Minuten lang geschiittelt. 

EiweiBgehalt der Suspension = 1,62 Proz. 

Auf 10g Leber berechnet: 

CO,-Produktion 


5,0 ecm 








O,-Verbrauch -. = 63 ,, 
Respirationsquotient . . = 0,79 
Zuckergehalt, berechnet | Anonganisches | yy... 
. a Glucose H, PO, Milchsaure 
mg mg ae. | 
WOOMEP . wos 510 4 ? 
nachher ... 444 27 15 
Bilanz — 66 + 23 -~ 


Versuch 10 (Journal ITT). 

Meerschweinchen, das 3 Tage gehungert hat. 10g Leber suspendiert zu 
100 cem mit Ringerlésung, die 0,1 Proz. Glucose, aber kein Na HCO, enthalt. 

Je 30 cem werden in einem 300-ccm-GefiB bei 40°C 50 Minuten 
lang geschiittelt, a) ohne Insulinzusatz, b) mit Insulinzusatz (10 Einheiten). 

EiweiBgehalt der Suspension = 1,61 Proz. 

Auf 10g Leber berechnet: 

a) ohne Insulinzusatz: 


CO,-Produktion = 1,52 ecm 
O,-Verbrauch it a Be « 
Respirationsquotient . . = 0,59 
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b) mit Insulinzusatz: 
C O,-Produktion 
O,-Verbrauch 


II 


2,07 cem 
3,0 


I 























Respirationsquotient . . = 0,69 
Sccagumaeaes] Damme = 
auf Glucose H,; PO, Milchsaure 
mg mg mg 


a) ohne Insulinzusatz 


ee 168 21 38 
machher ... 169 15 64 
Bilanz +1 — 6 + 26 

b) mit Insulinzusatz 
vorher .... 169 21 38 
machher ... 180 25 80 
Bilanz +11 | +4 + 42 


Der niedrige respiratorische Quotient l4Bt sich auf Verbrennung 
von Fett ausdeuten, aber ebensogut als Verbrennung von Kohlenhydrat 
und Bildung von Zucker aus Fett. Die starke zuckerbildende Tendenz 
ergibt sich aus den positiven Zuckerwerten wie positiven Milchsiurewerten 
Die negativen Werte fiir anorganisches H,PO, im Versuch a) (ohne Insulin 
spricht fiir intermediéren Aufbau von Hexosediphosphorsiaure. 


Zusammenfassung der Versuche unter B. 


Der respiratorische Quotient in den Hungerversuchen ergibt (fiir 
24stiindigen Hunger: 





Ohne Insulin in vitro Mit Insulin in vitro | Mit Insulin in vivo Insulin in vivo et vitr: 


fir 24 stiindigen Hunger 
Versuch 8a ? Versuch 8b ? Versuch 7 081 Versuch9b 0.75 


. l0a 1 ® 10b 1 . 9a 0,98 » Illb 081 
. 14 0.9 * 16b 1,1 “ lla 0,7 
Zusatz von Pankreas- Beginn d. hypoglykam. K. 
_ __ kochsaft Versuch 23 0,79 
Versuch lé6a_ 1,2 hypoglykam. Komplex 
- 18 1,1 


fiir 3tagigen Hunger 
Versuch 10a 0,59! Versuch 10b 0,69 -- — 


Es geht aus dieser Zusammenstellung mit Deutlichkeit hervor, dai 
der respiratorische Quotient der Leber bei einem 24stiindigen Hungertieve 
etwa 1 ist, daB er aber nach mehrtiagigem Hunger sinkt (auf 0,59, Ver 
such lla). Insulin in vivo erniedrigt den respiratorischen Quotienten, b¢- 
sonders im hypoglykdmischen Stadium des Tieres. 

Zusatz von Insulin in vitro des Versuchs vermag vielleicht auch Ande 
rungen des respiratorischen Quotienten herbeizufiihren, jedoch unwesent 
licher und mehr zufalliger Art, die ebensogut auf das dem Insulin 
zugefiigte Desinfektionsmittel zuriickgefiihrt werden kénnten. 

GréBe des O,-Verbrauchs, berechnet auf 1g EiweiB der Leber (Dauer des 
Atmungsversuchs 50 Minuten bei 40°C. Die Gaswerte reduziert auf ()' 
und 760mm Hg). 24stiindiger Hungerversuch. 
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Leber’). 





Ohne Insulin in vitro Mit Insulin in vitro | Mit Insulin in vivo Insulin in vivo et vitro 


ccm ccm | ccm com 
24stiindiger Hungerversuch 
Versuch 8a 2,44! Versuch 8b 3,11 | Versuch 7 2.04 Versuch 9b 1,40 


_ 3a 131 . 12b 1,04 . Qa 154 . ib 119 
. 4 ’ 1.01 | , Me 1852 
Se “y reas. a 23 3.89 
| 


Versuch 18 1,23 


3tagiger Hunger 
Versuch 10a 1,60! Versuch 10b 1,87 — _- 


Danach halt sich der O,-Verbrauch auch nach 24-Stundenhunger an- 
nahernd (durchschnittlich allerdings erhéht!) auf dem O,-Werte der norma!- 
ernahrten Leber (Durchschnitt aus den Versuchen 4, 5, 6, 20 = 1,23 cem, 
Durchschnitt aus den Versuchen 8a, l2a, 14, 18 = 1,50 cem), in dem 
Falle dreitagigen Hungers ist der O,-Wert auf 1,60ccm_ gestiegen. 
Bei Insulin in vivo gespritzten Tieren liegt der Durchschnittswert stark 
erhéht (Versuch 7, 9a, lla, 23 = 2,25 cem), wobei besonders die Erhéhung 
des Wertes in Versuch 23 auffalt, wo es sich um ein Tier im ausgesprochenen 
hypoglykamischen Komplex handelt, waihrend z. B. das Tier 11 noch 
keinen ausgesprochenen hypoglykamischen Komplex aufwies. IJnsulin- 
zusatz in vitro lést zwar in einigen Fallen eine Erhéhung des O,-Wertes aus, 
in anderen Fallen aber vermag es die Wirkung nicht zu steigern oder sogar 
herabzudriicken. 

Danach erscheint es uns also erwiesen, daB bei der hungernden Leber 
die AtmungsgréBe wiichst, und daB in vivo Insulin dieses Wachsen be- 
giinstigt, unter Umstiinden sogar besonders stark, wie z. B. im hypoglykami- 
schen Komplex. 

Welche Bedeutung kommt dieser VergréBerung des Atmungswertes zu ? 

Wir hatten gefunden, da8 die Insulinwirkung eine Erniedrigung des 
respiratorischen Quotienten zeigt und hatten die Frage diskutiert, ob nicht 
hier eine Zuckerbildung aus Fett eine Rolle spielt, die zum O,-Verbrauch 
fiihrt, ohne daB der O,-Verbrauch véllig durch die abgeatmete CO,-Luft 
wieder zum Vorschein kommt. Einer solchen Auffassung ist das Studium 
des intermediiiren Umsatzes in den genannten Versuchen durchaus giinstig. 

In dem Versuch 7 finden wir starke Zuckerausschiittung und Milch- 
siurebildung, so daB nach der augenblicklichen Tendenz der Insulinsituation 
in der Leber die Zuckerbildung aus Fett durchaus verstandlich ist. Im 
Versuch 9 besteht aus dem Verschwinden der anorganischen H,PO, starke 
Aufbautendenz, auch im Versuch 11 mu8 schon nach dem Zucker- 
werte die Zuckerbildungstendenz als wahrscheinlich angenommen werden, 
wihrend z. B. Versuch 14, 16, 18 durchaus keine Zuckerausschiittungs- 
tendenz zeigen. 


Danach darf man das Sinken des respiratorischen Quotienten bzw. 
die Steigerung des O,-Verbrauchs ungezwungen bei der Insulinwirkung auf 


1) Versuch 7, 8, 10, angestellt mit 0,1 Proz. Glucosezusatz; Versuch 11 
mit 0,3 Proz. Glucose; Versuch 12 bis 23 mit 0.5 Proz. Glucose. 
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die Leber in vivo als die Folge einer Zuckerbildung aus sauerstof firmer: » 
Komplexen (Fetten) ansprechen. 


C. Versuche an Hunden. 
Versuch 25 (Journal ITI). 


Der Hund wird bei voller Ernahrung getétet. 10 g Leber aufgeschwemn:: 
zu 100 cem Ringerlésung, die 0,5 Proz. Glucose, aber kein NaHCO, enthal: 
Je 30 ccm der Suspension werden geschiittelt in einem etwa 300-cen 
GefaB bei 40° 50 Minuten lang, a) ohne Insulin, b) mit Insulin (10 Einheiten 
EiweiBgehalt der Suspension = 1,55 Proz. 
Auf 10g Leber berechnet: 
a) ohne Insulin: 


CO,-Produktion . . . . = 2,25 eem 
O,-Verbrauch ..... = 3,41 
Respirationsquotient . . = 0,68 


b) mit Insulin: 








CO,-Produktion . . . . = 1,89ccem 
O,-Verbrauch . = 2,81 ,, 
Respirationsquotient . . = 0,67 
Soeieneae. bevscinet Milchsaure Aro 
mg mg mg 
a) ohne Insulinzusatz 
WOURGP . . «> 630 35 15 
machher ... 650 64 22 
Bilanz + 20 + 29 | +7 
b) mit Insulinzusatz 
worm ii 4. 630 35 15 
nachher eee 765 35 21 
: Bilanz + 135 +0 + 6 


Versuch 26 (Journal ITT). 


Ein Hund (mit Gallenfistel und Ikterus) wird nach 24stiindigem 
Hunger durch eine intravenése Insulininjektion (= 20 Einheiten) hypo 
glykamisch gemacht. Die Leber ist funktionell als erkrankt anzusehen. 
10 g Leber werden zu 100 cem mit Ringerlésung suspendiert, die 0,5 Proz 
Glucose, aber kein NaHCO, enthilt. 

Je 30 cem der Suspension werden geschiittelt in etwa 300-cem-GefiBen 
bei 40°C 50 Minuten lang, a) ohne Insulinzusatz, b) mit Insulinzusatz 
(10 Einheiten). 

EiweiBgehalt der Suspension = 1,49 Proz. 

Auf 10g Leber berechnet: 

a) ohne Insulinzusatz: 
CO,-Produktion 
O,-Verbrauch 


1,688 ccm 
3,40 ” 


| 


pire | Respirationsquotient . . = 0,51 
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b) mit Insulinzusatz: 


CO,-Produktion . . . . = 1,77 cem 
O,-Verbrauch ..... = 3,42 ,, 
Respirationsquotient . . = 0,52 


Fiir 10g Leber berechnet: 














Zuckergebalt, berechnet [ Milchsaure Anorgenisches 


auf Glucose H,; PO, 

mg mg mg 

a) ohne Insulinzusatz 
vorhe® .... 565 27 14 
nachher ... 640 30 14 
Bilanz + 75 | +3 +0 

b) mit Insulinzusatz 
VOENCT . ..% 565 27 14 
nachher ... 625 30 15 
Bilanz + 60 +3 +1 


Versuch 3 (Journal ITI). 


Pankreasdiabetischer Hund, im Hunger. Operation vor 7 Tagen. 
Zuckerausscheidung stark, getétet durch Carotisentblutung. 
10g Leber zu 100 ccm Ringerlésung, die 0,1 Proz. Glucose enthilt. 
30 cem der Suspension werden in einem etwa 300-cem-GefaiB bei 40° C 
50 Minuten lang geschiittelt. 
EiweiB der Suspension = 1,23 Proz. 
Fiir 10g Leber berechnet: 
C O,-Produktion 0,95 cem 
O,-Verbrauch : 1,30 ,, 
Respirationsquotient . . = 0,73 


Fiir 10g Leber berechnet: 


I 


I 











Zuckergehalt, berechnet | A ganisches : 
3 UT Chasers H, PO, | Milchsdure 
mg my | mg 
sofort .... 210 40 38 
nachher SS: 100 30 32 
Bilanz ont SD —10 =s 


Es miissen, aus den negativen Werten einerseits und den hohen Zucker- 
ausschiittungswerten, Milchsiure und anorganischen H,PO,-Werten zu 
schlieBen, starke intermediiire Vorgiinge eine Rolle spielen, wobei die 
Atmung nur insoweit in Frage kommt als eine gewisse O,-Menge zur 
intermediéren Zuckerbildung herangezogen werden diirfte. 


Versuch 17. 


Pankreasdiabetischer Hund. Pankreasexstirpation 7 Tage vor dem Tode. 
Zuckerausscheidung pro Tag etwa 30 bis 40g bei schlechter Nahrungs- 
aufnahme. Tod durch Entbluten. 

10g Leber zu 100ccm Ringerlésung, die 0,5 Proz. Glucose (ohne 
NaHCO,) enthilt. 
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Je 30cem der Suspension werden in 300-cem-GefaiBen bei 46° | 


50 Minuten lang geschiittelt, a) ohne Insulinzusatz, b) mit Insulinzusatz 


(10 Einheiten). 
EiweiBgehalt der Suspension = 1,23 Proz. 
Auf 10g Leber berechnet: 
a) ohne Insulinzusatz: 


CO,-Produktion . . . . = 0,965 ccm 
O,-Verbrauch ...°*% . = 1,063 ,, 
Respirationsquotient . . = 0,79 

b) mit Insulinzusatz: 
CO,-Produktion . . . . = 1,152 cem 
O,-Verbrauch ..... 21,35 ,, 
Respirationsquotient . . = 0,858 


Fiir 10g Leber berechnet: 








Zuckergehalt, berechnet | Anorganisches 
auf Glucose 3 PO, Milcbsaure 


a) ohne Insulinzusatz 


vorhe? . ..« 420 47 20 
nachher ce 427 37 20 
Bilanz +7 | —10 +0 

b) mit Insulinzusatz 
worher .... 420 47 20 
machher ... 392 27 12 
Bilanz — 28 —: —= 8 


Eine Zuckerausscheidung in der Leber ist nur im geringen Grade er- 
weislich (ohne Insulin + 7 mg). Auffallig sind die starken negativen 


anorganischen H,PO,-Werte, was auf intermediire Bildung anorganischer 


Kohlenhydratphosphorséurekomplexe hinweist. 


Fassen wir das Ergebnis an unseren Hundeversuchen zusammen, 
so erscheint uns als das wichtigste folgendes: Der respiratorische Quotient 
in der Hundeleber betragt nicht 1, sondern liegt zwischen 0,51 bis 0,68. 
Bei der pankreasdiabetischen Leber liegt er héher, 0,73 bis 0,79. 

Auffdllig niedrig ist bei der pankreasdiabetischen Leber der O,-Ver- 
brauch gegeniiber der normalen Leber (pro Gramm Eiwei8 berechnet in 
den normalen Versuchen 2,2, bei der pankreasdiabetischen Leber 1,0). 

Soweit man nach dem Ergebnis eines Versuches zu schlieBen das 
Recht hat, steigert das Insulin den O,-Verbrauch in vitro bei der pan- 
kreasdiabetischen Leber, aber nicht annihernd etwa auf normale Werte ! 

Die pankreasdiabetische Leber stellt also gerade das extreme Gegen- 
stiick zur in vitro insulingespeicherten normalen bzw. Hundeleber vor. 
Die intermediaren Kohlenhydratverhiltnisse weisen auf starken Umbau 
hin, wobei der anorganischen H, PO, als intermediirer Phosphorsiure- 
Kohlenhydratkomplex eine wichtige Rolle zufallen muB. 
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Uber die Spaltung von Seidenfibroinpepton durch Takadiastase. 


Von 


J. Hatano. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir experimentelle Therapie und Biochemie 
in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 8. August 1924.) 


BekanntermaBen enthalt die Takadiastase nicht nur Fermente, 
die auf Verbindungen der Kohlenhydratreihe sowie auf verschiedene 
Ester eingestellt sind, sondern auch proteolytische Enzyme und eine 
Aminoacidase'), die Hippursiiture und homologe Benzoyl-aminosiéuren 
angreift. Meines Wissens ist bisher nicht gepriift worden, ob auch 
Peptone einfachen Baues von dem genannten Material zerlegt werden 
kénnen; ich wahlte fir die Untersuchung dieser Frage das Seiden- 
fibroinpepton. Dieses Material ist fiir solche Untersuchungen deshalb 
besonders geeignet, weil bei seiner Spaltung reichliche Mengen Tyrosin 
entstehen, das sich ohne weiteres in kristallinischer Form abscheidet 
und in Substanz zur Wigung gebracht werden kann. 

Es hat sich ergeben, daB tatsiichlich die Takadiastase eine be- 
trichtliche peptolytische Kraft besitzt. — 

a) 2g Seidenpepton, 20 ccm Wasser, 2 g Takadiastase und 0,5 ccm 
Toluol. 

Diese Mischung wurde bei 37° im Thermostaten aufbewahrt. Nach 
24 Stunden waren schon Tyrosinkristalle ausgefallen. Nach 3 Tagen 
wurde das Gemisch tiber Nacht in den Eisschrank gestellt. Nach dem 
Absaugen wurde zuerst mit eiskaltem Wasser, dann mit Alkohol nach- 
gespilt und die Kristallmasse im Vakuumexsikkator getrocknet. Es 
wurden 0,160 g = 8,00 Proz. Tyrosin erhalten. 

b) 5g Seidenpepton, 50cem Wasser, 5g Takadiastase, sowie 
leem Toluol. 


1)C. Neuberg und K. Linhardt, diese Zeitschr. 147 , 372, 1924; C. Hoppert, 
ebendaselbst 149, 510, 1924. 
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Diese Mischung wurde ebenso behandelt. 

Nach 2 Tagen waren 0,428 g Tyrosin = 8,56 Proz. des Peptons 
und nach 5 Tagen waren 0,543 g Tyrosin = 10,86 Proz. des Peptons 
abgespalten. 

Pa war zu Beginn des Versuchs 6,5, zum SchluB 6,4. 

Mein Seidenfibroinpepton lieferte rund 12 Proz. Tyrosin bei voll- 
kommener chemischer Hydrolyse; daraus kann man entnehmen, daf 
in den Fermentversuchen eine Spaltung von 90 Proz. erreicht wurde; 
dabei ist das ausgeschiedene Tyrosin als rein angenommen, was ohne 
groBen Fehler als zulissig erscheint. 


Berichtigung. 
(Julius Hollé: Zur Theorie der Ca-Ionisation in der Blutfliissigkeit.) 
In dieser Zeitschr. 150, 500, 1924 soll es heiBen: 
Cas (HPO%), 


qa =X 


stat 


(Ca"8(HPO4)? | 
(H')2 ia 


K. 





